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RESUMEN

Recient te se ha d trado la posibilidad de modular el sistema
inmune a través de técnicas de aprendizaje. Tal es el caso del condicionamiento
inmunosupresor (CIS), el cual se obtiene cuando después del apareamiento entre
un sabor y una droga inmunosupresora, en una segunda exposicién al estimulo
gustativo, el animal presenta una atenuacién de la respuésta inmune. Por otra
parte, se ha demostrado que las lesiones de la corteza insular (CI) impiden la
adquisicién y retencién de diversas tareas de aprendizaje, incluido el
condicionamiento aversivo a los sabores. El objetivo del presente trabajo es
evaluar los efectos que las lesiones de la CI tienen en el CIS. Con este propésito se
utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, las cuales fueron asignadas a 5 grupos:
un grupo de animales recibié lesiones excitotéxicas en la Cf (LxCI) producidas por
micro inyecciones bilaterales de N-metil-D-aspartato (NMDA); otro grupo recibié
lesiones excitot6xicas, en la corteza parietal (LxCP); el tercer grupo fué sometido al
procedimiento de lesién, inyectandole solo el vehiculo del NMDA en la CI
(ShCI); el cuarto grupo de animales se mantuvo como control intacto (CS) y
finalmente el quinto grupo, de animales intactos sirvi6 como control del
condicionamiento (CSo). En el dfa 13 del protocolo experimental, a todos los
animales se les presenté una solucién de sacarina en su bebedero, e
inmediatamente después, esta se apareé con una inyeccién ip de ciclofosfamida,
El dfa 33 a todos los animales se les inmuniz6 con eritrocitos de camero, y 30 min
después se les expuso de nuevo a la sacarina, excepto al grupo CSo. Se tomaron
muestras de sangre a los 4, 8 y 12 dfas después de la inmunizadoén y se analizaron
con la técnica de hemaglutinacién directa. Se realizaron 2 experimentos
adicionales con el fin de evaluar los efectos de las leslones de la CI sobre Ia
respuesta inmune normal y en la inmunosupresién causada por la
ciclofosfamida.

Los resultados mostraron que Jos animales con lesiones en la CI son incapaces
de adquirir el CI5. Esto se refleja en el incremento significativo de los tftulos de
anticuerpos contra eritrocitos en comparacién con los controles intactos y con los
animales lesionados en corteza parietal, los cuales presentan una reduccién
significativa de su respuesta inmune. En los experimentos adicionales se observé
que las lesiones de CI no afectan la respuesta inmune normal, ni el efecto
inmunosupresor de la ciclofosfamida. Estos ltados sugieren que la CI estd
involucrada en la regulacién de la i presién condicionada.




importante campo de investigacién y una herrami 1#til para la practica clinica. Un
ejemplo de estas técnicas son los programas de reduccitn de estrés y los métodos de
autocontrol de conductas agresivas. Por otro lado, el descubrimiento de téenicas como la
retroalimentacién bioldgica, han dado nuevos rumbos a la investigacién médica. En el
caso particular de la retroalimentacién biolégica, hay evidencia de su utilidad para
diversos padecimientos, incluyendo el tratamiento de probl de tensién arterial
(Blanchard., 1990; Fahrion, 1991; Wittrock y Blanchard., 1992), migrafa (Holroyd y
Penzien,, 1990), estrés (Guthrie, Sargent, Speelman y Parks., 1990), trastornos en la
tensién muscular (Asfour, Khalil, Waly, Goldberg, Rosomoff y Rosomoff., 1990) el
control de musculos faciales afectados (Biedermann e Inglis., 1990) ete.

La técnica de retroalimentacién biol6gica, consiste en darle al sujeto informacién
de la actividad dindmica de sus sistemas orgénicos a los que normalmente no tiene
acceso consciente. En términos técnicos, se utiliza una unidad de registro de alguna
variable orgénica, como la presién arterial o la actividad cardiaca. Esta unidad de registro
se conecta con un monitor ya sea auditivo o visual, el cual informa al sujeto de las
fluctuaciones que presenta la variable de interés. Por titimo, mediante instrucciones
particulares para cada tratamiento se entrena al individuo a controlar dichas
fluctuaciones y mantenerlas en un rango determinado. A esta categor(a pertenecen
también los procedimientos de condicic iento de tas or icas, o mal
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llamadas auténomas. Este tema se tratard detalladamente en una secci6én posterior.

En la dltima categorfa descrita por Glass se encuentran los programas de
prevencion de enfermedades y algunos tipos de estrategias como los métodos de
relajacién, de asertividad y los programas de estimulacién de conductas sanas.

Una observacién de importancia que emana de los estudios en medicina
psicosom4tica y que subyace en gran parte a muchas de las investigaciones dentro de este
campo, es que en un grupo de individuos expuestos a un mismo ambiente patogénico,
solo algunos de ellos manifiesten la enfermedad. Sin duda es cierto que existen los
agentes patogenos y esto ha generado gran cantidad de conocimiento acerca de las
caracterfsticas de las enfermedades. Sin embargo, como seflala Ader (1980), “atin cuando
se realicen muchos cuidados para obtener uniformidad en la expresi6n del
padecimiento, generalmente se observan claras diferencias individuales." Esto se refiere
a que existe predisposicién de algunos individuos para adquirir ciertos padecimientos lo
que implica la posibilidad de que estas enfermedades tengan un cardcter psicosomitico,
es decir, que el orfgen m4s probable de las diferencias individuales sean problemas
pstcolégicos que se expresan a nivel orgénico. Es importante aclarar que existen otros
factores importantes para explicar las diferencias individuales en la expresién de




padecimientos, como los factores genéticos y la condicién homeostatica del organismo,
que finalmente pueden ser conceptualizados como factores orgénicos que pueden afectar
la susceptibilidad del organismo ante los agentes patégenos. Sin embargo estos factores
no son suficientes para aclarar el porqué algunos individuos son mas susceptibles que
otros.

El hecho de que la expresi6n de una enfermedad en un individuo dado se
explique en términos de los factores psicosométicos que le subyacen, implica en primer
lugar la influencia modulatoria del cerebro como un sensor e interprete del ambiente
fisico y psicosocial, y segundo un efecto somatico, o dicho de otra manera, organico, que
en el caso de padecimientos en los que esta involucrado un agente patégeno, el sistema
que es modulado por el sistema nervioso, es el sistema inmune, encargado de controlar
y destruir a estos organismos invasores.

A partir de estos supuestos, en los Gltimos afios se ha desarrollado un nuevo
campo de investigacion multidisciplinaria que integra la funcién del sistema nervioso
con la del sistema inmune, llamado psiconeuroinmunologfa. El término de
psiconeuroinmunologfa alude a las interacciones funcionales que existen entre el
sistema nervioso central, la conducta y el sistema inmune. A pesar de la gran cantidad
de datos de diferentes disciplinas que coinciden en sefialar este punto, no se acepta
universalmente la premisa de que el sistema nervioso central y el sistema inmune
estdn interconectados. Por ejemplo hasta hace algunos afos se podfa encontrar en un
libro de texto de inmunologfa lo siguiente: “En todos los tipos de reaccién inmune o
alérgica, un individuo adquiere informacién especifica (aprende) del contacto con el
agente patégeno sin la mediacién del sistema nervioso” (Sell, 1972). Otros textos
presentan argumentos semejantes, o bien dan por hecho la autonomfa del sistema
inmune, 5in embargo en los tltimos afios se han podido observar cambios en cuanto a
los conceptos de autonomfa de la respuesta inmune, argumentando que al igual que
cualquier otro sistema fisiol6égico importante para m lah tasis, el sist
inmune es sensible a la actividad del sistema nervioso central (Ader., 1980). Asf como el
sistema inmune se presenta como un mediador potencial de gran parte de los
fenémenos psicosomdticos, Jos procesos inmunolégicos no serdn entendidos en su
totalidad hasta que los inmunélogos consideren el complejo huésped dentro del cual se
llevan a cabo dichos procesos.

La aparicién de la neuroinmunologfa como tal se di6 a partir de mediados de
siglo, adquiriendo m4s importancia para los inmunélogos y para los neurocientfficos en
la altima década. En esta disciplina han surgido dos grandes campos de investigacion,
uno concerniente al papel del sistema nervioso en la modulacién del si: i y
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el otro referente a la respuesta inmune dentro del tejido nervioso. Al respecto, es
importante mencionar que durante mucho tiempo se consideré al sistema nervioso
como inmunolégicamente privilegiado, ya que la barrera hematoenceflica impide el
libre paso de células linfoldes al tejido cerebral. Sin embargo, ultimamente se ha
demostrado que en el sistema nervioso existen células como los astrocitos y la microglia,
que sirven de p dores de antfgeno y est4n involucrados en la inmunidad dentro
de este tejido (Frei y Fontana,, 1989). Por lo tanto, es plausible distinguir entre ambos
tipos de investigacién dandole el nombre de neuroinmunologfa a los estudios de los
mecanismos nerviosos de la modulacién neural de la respuesta inmune y
denominando al segundo como inmunidad en el sistema nervioso. Cabe sefialar que
dicha distincién no implica que en el estudio de los mecanismos de regulacién del
sistema inmune no se tomen en cuenta los mecanismos de retroalimentacién de
informaci6én del sistema inmune al sistema nervioso.

Antes de seguir adelante con lo referente al tema de la neuroinmunologfa,
hemos de hacer un breve paréntesis para explicar lo que es la respuesta inmune y los
mecanismos que en ella estdn implicados, para asf poder detallar algunos aspectos de la
modulacién que el sistema nervioso ejerce sobre el sistema inmunitario.
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Cap Il

Esq aG 1 de la Respuesta Inmune

Nuestro organismo est4 protegido en contra de diversos agentes infecciosos como
bacterias, virus, hongos y parésitos, por un sistema de defensa conocido como sistema
inmunolégico. Cualquier deficiencia de este sistema puede ser fatal, a menos que se aisle
al organismo de una posible infeccién. Es bien sabido que un individuo que ha padecido
alguna enfermedad infecciosa, después de haberse recuperado, se vuelve inmune a esa
enfermedad, es decir disminuye considerablemente la probabilidad de que el sujeto
padezca nuevamente la infeccién. La inmunidad es altamente especifica, por lo cual, un
individuo que se ha recuperado de sarampidn estard protegido en contra del virus del
sarampién pero no en contra de otros virus comunes. Muchas de las respuestas del
sistema inmune se inician con la destruccién y eliminacién del organismo invasor y de
las moléculas téxicas producidas por él. Debido a que esta reaccién es destructiva es
esencial que la respuesta inmune se limite solo a moléculas externas y que no destruya a
las moléculas del propio organismo. Esta capacidad de distinguir entre moléculas
foraneas y moléculas propias es otra caracterfstica fundamental del sistema inmune y se
conoce como tolerancia, sin embargo en ocasiones esta capacidad del sistema falla y se
generan los dafios autoinmunes.

Existen principalmente dos grandes clases de respuestas inmunitarias: 1)
respuestas con anticuerpos o respuesta humoral y 2) respuesta inmune mediada por
células o respuesta celular, La respuesta humoral involucra la producci6n de

' anticuerpos, los cuales son protefnas llamadas inmunoglobulinas. Estos anticuerpos
circulan en el torrente sangufneo y pueden penetrar a algunos otros fluidos corporales,
en donde se acoplan especificamente al antfgeno que los indujo. El enlace del
anticuerpo inactiva a virus y toxinas bacterianas, bloqueando su habilidad de unirse a
receptores localizados en la célula blanco. El enlace de anticuerpos también marca a
microorganismos para su destruccién, haciendo mas fécil para las células fagociticas la
ingesta del antigeno, o bien, mediante la activacién de un sistema de protefnas
sangufneas, cominmente llamadas complemento, las cuales son un conjunto de
enzimas dedicadas a destruir al invasor (Alberts, Bray, Lewis, Raff, Roberts, y Watson,,
1989).

La segunda clase de respuesta inmune involucra la produccién de células
especializadas que reaccionan con el antigeno en la superficie de otra célula. La célula
activada puede eliminar a una célula que ha sido infectada por un virus que contiene
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protefnas virales en la superficie, destruyendo a la célula infectada antes de que esta se
reproduzca. En otros casos la célula reactiva secreta sefales quimicas que activan a los
macréfagos, los cuales destruyen a los microorganismos invasores,

Entre las células que circulan en la sangre se encuentran los glébulos blancos, de
los cuales un subtipo conocido como linfocitos, son los responsables de la especificidad
inmunol6gica. Los linfocitos se encuentran en grandes cantidades en la sangre
(aproximadamente 2 x 1012 en todo el cuerpo), en el fluido de los vasos linfaticos, y en
é6rganos linfoides especializados, como el timo, los nodos linféticos, el apéndice y el bazo
(Gowans y McGregor., 1965)

A través de experimentos en los que se provocaba la lisis de una gran parte de los
glébulos blancos de algunos animales se pudo establecer el papel de las células blancas
en la respuesta inmune, observdndose que los animales cuyos globulos blancos se
habfan destruido, se mostraban incapaces de efectuar una respuesta inmune ante
cualquier antfgeno. Al administrar diferentes tipos de células blancas, se pudo observar
que solo los linfocitos eran capaces de restaurar Ja respuesta inmune. Ciertamente, los
linfocitos pudieron restaurar tanto la respuesta humoral como la celular, lo que
demostré el papel de este tipo de células blancas en ambos mecanismos de accién
inmunolégica. M4s adelante se encontré que las dos grandes clases de respuesta
inmunitaria estin mediadas por diferente tipo de linfocitos (Greaves, Owen y Raff.,
1973), los linfocitos T, que se desarrollan en el timo, son los responsables de algunas
respuestas mediadas por células y los linfocitos B, qtie en el caso de los mamfferos se
desarrollan en la médula 6sea y en el higado fetal, son los responsables de la respuesta
humoral. Estos hechos se aron en experi con les recién nacidos a
los que se les removia el timo, observando que la respuesta inmune mediada por
células se deterioraba draméticamente, mientras que la respuesta mediada por
anticuerpos era poco afectada. En aves, al remover la bolsa de Fabricio, se deterior6 la
respuesta mediada por anticuerpos, mientras que la mediada por células se mantuvo.
Estos resultados indicaban que las células de este 6rgano eran las responsables de la
respuesta humoral. En adelante se denominé a la células de este érgano como células B.

q

En la actualidad, se sabe que la deficiencia inmunitaria ocasionada por la ausencia
de células T no solo deteriora la respuesta mediada por células sino también la
produccién de anticuerpos. Este hallazgo se explica por la evidencia que muestra que los
linfocitos T tienen un papel crucial en la inmunidad y ayudan a las células B a realizar
las respuestas con anticuerpos. De hecho, los linfocitos T tienen una funcién reguladora
sobre la respuesta inmune, tanto incrementando como suprimiendo la respuesta de
otras células blancas. Dichas células, Ilamadas en general células T reguladoras,

12



involueran a células supresoras de la actividad inmunitaria y células ayudadoras o
estimuladoras de la inmunidad. Por otro lado se tiene a las llamadas células efectoras,
que incluyen a los linfocitos T citotéxicos y a linfocitos B involucrados directamente en
la defensa en contra de la infeccién.

ALl

Todas las células sangufneas, incluyendo las rojas, las plaquetas y las
células blancas, se desarrollan a partir de células hematopoyéticas pluripotenciales. Estas
células se encuentran en el higado en el caso de los fetos y en la médula 6sea en el caso
de los adultos. En todos los vertebrados las células T se desarrollan en el timo a partir de
células precursoras que migran al timo vfa el torrente sangufnec y provienen del tejido
hematopoyétice. Los lugares donde se desarrollan los linfocitos y las células precursoras
se denominan érganos linfoides primarios. Se conoce por érganos linfoides secundarios
a los nodos 'linfiticos, el bazo e intestino asociado a tejidos linfdticos, y es
principalmente en estos en donde las células B y T reaccionan con el antfgeno (Cooper y
Lawton., 1974).

Como se menciond anteriormente una de las caracterfsticas mas importantes del
sistema inmune es la alta especificidad de su respuesta. Este hecho sugiere la pregunta
de: Jcomo es que el sistema inmune es capaz de producir tal diversidad de anticuerpos?.

Una de las hipétesis propone que la conformacién final de la cadena polipeptidica
de un anticuerpo es determinada por el antfgeno. Sin embargo esta hipétesis se
abandon¢ al demostrarse que [a estructura tridimensional de una protefna, asf como un
anticuerpo, estd determinada dnicamente por la secuencia de aminodcidos. De hecho,
un anticuerpo desnaturalizado puede regresar a su forma original atin en ausencia del
antfgend. Posteriormente se postulé otra hipétesis que propone que durante el
desarrollo cada linfocito se compromete a reaccionar ante un ant{geno en particular,
antes de que sea expuesto a ¢l. Esto implica que la célula contiene receptores que se
enlazan especificamente al antfgeno, y cuando esto sucede, la célula se activa, causando
tanto su proliferacién como su maduracién (Ada y Nossal., 1987). A esta teorfa se le ha
Hamado teorfa de seleccién clonal, que deriva del postulado de que el sistema inmune
estd compuesto de millones de clones diferentes de células, las cuales consisten en
células T y B descendientes de un ancestro comiin.

Gran patte de lo que se sabe acerca de la inmunidad ha surgido de estudios con
animales de laboratorio, a los que se les inyectan diversas sustancias capaces de evocar
una respuesta inmune. Las macromoléculas organicas capaces de inducir una respuesta
inmune son referidas como antfgenos. En general, las macromoléculas que son capaces
de inducir una respuesta inmune son protelnas, polisaciridos y dcidos nucléicos. Cabe
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sefialar que el sistema inmune puede distinguir entre antfgenos que son muy similares,
tales como dos protefnas que difieren en un solo amino4cido o entre dos isémeros
Opticos de una misma molécula.

Las partes de la molécula antigénica que se combina con el sitio de enlace al
antfgeno en una molécula de anticuerpo o en un receptor del linfocito, son llamadas
epitopes o determinantes antigénicos. Asf mismo, las moléculas que se unen a un sitio
especifico de enlace antigénico, pero que no inducen respuesta inmune son llamadas
haptenos, las cuales son generalmente moléculas orgénicas pequeilas incapaces de
evocar una respuesta inmunitaria por si mismas, pero se pueden hacer antigénicas si se
acoplan con otra molécula Hamada acarreador. La mayorfa de los antfgenos tienen una
variedad de determinantes antigénicos que estimulan la produccién de anticuerpos o la
respuesta de las células T, y se sabe que unos d i son més in génico!
que otros. Un solo determinante antigénico puede, en general, activar muchas clonas y
cada cual producirs un sitio de enlace al ant{geno con sus propias caracteristicas de
afinidad por el este. Cuando varias clonas se activan se trata de una respuesta policlonal,
si solo unas pocas clonas r d la es 1) da oligoclonal; y cuando la
respuesta estd hecha por una sola clona de células B o T se denomina monoclonal. La
respuesta a la mayorfa de los antfgenos es policlonal.

La produccién de anticuerpos es de vital importancia para los vertebrados, ya que
los defienden de las infecci di la inactivacién de los virus y de las toxinas de
las bacterias, reclutando al sistema del complemento y a varios tipos de ¢élulas blancas
que matan a microorganismos y parésitos. Los anticuerpos son sintetizados
exclusivamente por los linfocitos B, en general se les conoce como inmunoglobulinas
que constituyen aproximadamente el 20% del peso proteico del plasma. En los
vertebrados superiores existen cinco clases de anticuerpos, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, los
cuales se distinguen por la denominada cadena H, la cual tiene caracterfsticas
particulares para cada clase de anticuerpo.

Una de las caracterfsticas m4s importantes del sistema inmune es que puede
recordar, lo que explica el desarrollo de la inmunidad ante muchas enfermedades
virales comunes después de una exposicién inicial al virus. Si a un animal se le inyecta
por primera vez un antfgeno A, su respuesta aparecersd después de un perfodo de
demora de algunos dfas, incrementdndose lentamente hasta alcanzar una pequeiia cima
de la que decaerd gradualmente. Esta es la caracter(stica de lo que se ha llamado
respuesta inmune primaria, en la cual participan principalmente inmunoglobulinas del
tipo M (IgM) . Después de algunas semanas, meses o aln afios, al inyectar al animal por
segunda ocasion con el antfgeno A, se produce una respuesta inmune secundaria, para
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la cual la latencia de la respuesta es mas corta, su potencia es mayor y el tiempo de
duracién es més largo (ver Esquema 1). Esta respuesta secundaria refleja una memoria
inmunoldgica especifica al antfgeno A. En la respuesta secundaria la inmunoglobulina
que participa principalmente es del tipo G (IgG).

Esq 1.5erep laresp
inmune primaria y secundaria en un
organismo humano. Las flechas indican
¢l momento de la primiera y segunda in-
munizacidn
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En los animales maduros las células T y B en Jos 6rganos linfaticos secundarios
son una mezcla de células en tres estados de maduracién que son denominados de la
siguiente manera: células virgenes, células de memoria, y células activas. Cuando las
células virgenes se ran con un antfg por primera vez, algunas de ellas se
convertirdn en células activas y otras serin estimuladas y se multiplicardn para
convertirse en células de memoria, las cuales por si mismas no pueden producir una
respuesta pero estin listas para convertirse en células activas por una segunda
exposicién al mismo antigeno (Rajewky, Forster, y Cumano., 1987). Se cree que mientras
las células virgenes sobreviven por un corto tiempo, las células de memoria parece que
viven por muchos meses o avn afios, sin dividirse y recirculando continuamente. Es
importante sefialar que las células de memoria responden més ripidamente al antigeno
que las células virgenes, lo cual explica la aceleracién de la respuesta inmune después de
la segunda inmunizacién.

Cuando el sistema inmune tiene que responder ante un organismo extrafio como
una bacteria, una célula infectada o una célula tumoral, puede ocurrir la produccién de
anticuerpos para antigenos de superficie de la célula invasora, lo cual activa al sistema
de complemento por el reconocimiento de la interaccién antfgeno anticuerpo, pudiendo
asf eliminar a la célula. Por otro lado, también se puede dar una respuesta celular

diada, ya sea por linfocitos T citotéxicos o bien por células NK o i nat
las cuales son células muy parecidas a los linfocitos que pueden matar a células
tumorales, o a células infectadas por virus de manera espontdnea y relativamente
inespecifica, en ausencia de anticuerpos (Herberman, Reynolds y Orlando., 1986). La
manera en que las células NK discriminan a las células anormales de las normales es
1s




todavfa un enigma. La respuesta inmune ante un tumor puede involucrar también la
actividad de otras células conocidas como macréfagos, los cuales funcionan como
presentadores de antfgeno para desarrollar una respuesta humoral. Las células T
citotéxicas destruyen principalmente a células infectadas, reconociéndolas con bastante
especificidad (Nabholz y MacDonald., 1983). Estas células también cumplen funciones
moduladoras sobre otras células linfoides, tal es el caso de las células T ayudadoras y las
T supresoras, que mientras los linfocitos T citotéxicos y los linfocitos B son las
principales células efi as del sist inmune, los linfocitos T ayudadores y
supresores cumplen funciones reguladoras de la respuesta, mediante la secrecion de

factores como las citocinas, las cuales incluyen a las interleucinas y los interferones.

La fase efectora tanto de la inmunidad natural como de la especifica son en gran
parte mediadas por hormonas protéicas conocidas genéricamente como citocinas (Abbas,
Lichtman y Pober., 1991). En el caso de la inmunidad natural, las citocinas efectoras son
producidas por células fagocfticas mononucleares, por lo cual se les denomina
monocinas. Para la inmunidad especffica las citocinas son producidas principalmente
por los linfocitos T, de ello se le da el nombre de linfocinas. Finalmente tanto los
linfocitos como las células fagociticas mononucleares producen citocinas conocidas
como factores reguladores.

Si se divide a las citocinas por su funcién se tiene en primer lugar a aquellas
involucradas en la inmunidad natural, de las cuales el interferon & y el interferon f,
que son producidos por las células fagociticas mononucleares, tienen como efectos
principales el de funcionar como factores antiproliferativos, antivirales e incrementar la

presién de mc l&cul igéni del tipo MHC 1, las cuales son importantes para el
reconocimiento de células extrafias y para los efectos de rechazo a un tumor. El factor de
t 1, se produce también por células fagociticas y esta involucrado en la
activacion de procesos infl jos; la interleucina 1 (IL 1) es liberada por fagocitos
mononucleares, macr6fagos y monocitos, actuando principal sobre células Ty B
como un factor coestimulante de la proliferacin de estas células, asf como en procesos
inflamatorios y febriles; la interleucina 6 (IL 6) es liberada por fagocitos, células T y
células endoteliales, actuando sobre células T y células B maduras como coactivador de
estas células entre otras funciones,

Otro tipo de interleucinas son las que estén implicadas en la diferenciaci6n,
crecimiento y activacién de los linfocitos. Entre éstas se incluyen a la interleucina 2 (IL
2), la cual es liberada por células T y actiia sobre células T, B y células asesinas naturales
provocando su activacion, estimula la liberacién de anticuerpos en células B y de
citocinas en células T; la interleucina 4 (TL 4) es tada por linfocitos T del tipo CD4, y

16




actua sobre células T y B promoviendo su crecimiento.

La intetleucina 5 (IL 5) que es liberada por las células T interviene en procesos
inflamatorios produciendo la activacién de células B y eosin6filos. La interleucina 7 (IL
7) liberada por fibroblastos, células fagocfticas mononucleares y células endoteliales,
estimula la diferenciacion de granulocitos en procesos hematopoiéticos (ver Tabla I 1).

Tabla 1 1: Se presentan las diferentes cilocinas involucradas en la modulacién de la
respuesta inmune, asi como las células que las producen y el efecto sobre células del
sistema inmunitario.

Citocina Célula Productora Célula Blanc¢o y Funcién
L1 Monocitos, Macréfagos y | Proliferacién de células T
Fagocitos principalmente y en
. menor grado en células B
iL2 Células T CD4* Crecimiento de células T
y activacion de células B
IL3 Células T Crecimiento de células
hematopoieticas y células
cebadas
L4 Células T CD4* Crecimiento de células B
y en algunas células T
ILS Células T CD4+ Crecimiento y secrecién

de inmunoglobulinas en
células B. Diferenciacién
y  crecimiento  en

eos indfilos
L6 Células T, fagocitos y|Sintesis de proteinas en
células endoteliales células T, su activacion y

secrecion de IL 2. Secre-
cibn de inmunoglobu-
linas en células B.

Lz Fibroblasfos, fagocitos, cé-|Crecimiento de células T
tulas endoteliales yly B. Difereciacién de
algunas células T granulocitos.

IL8 Producida por muchos|Actua como un factor
tipos celulares quimiotdctico para neu-

tréfilos y granulocitos
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Interferon y Células T CD4* activadas {Activa a las células T
citotéxicas, a las células
NK y a macréfagos.
Induce la expresién de
moléculas de la clase
MHC I

Se han mencionado hasta aqui, los ¢ ptos g les del funci iento de la
respuesta inmune, lo cual permitird entender como este sistema, a pesar de que presenta

mecanismos auténomos de modulacién, puede ser controlado por el sistema nervioso.
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Cap III
La Neurcinmunologia

Durante mucho tiempo se pensé que el sistema inmune era automodulable,
mediante sistemas celulares como los linfocitos T ayudadores y supresores. Sin embargo
la mayorfa de los estudios que apoyaban la idea de autonomfa se habfan realizado en
sistemas "in vitro", ignorando el hecho de que "in vivo" los procesos
inmunoreguladores ocurren dentro de un ambiente neuroendécrino que
constantemente estd cambiando ante las demandas del ambiente exterior. A partir de
ésto, surgié evidencia que mostré que factores ajenos al sistema inmunitario estaban
implicados en su regulacién, haciéndose cada vez més claro que el sistema nervioso
induce el mismo tipo de control sobre el sistema inmune que el que ejerce sobre el
sisterna endécrino, y probabl te haciendo uso de ismos de retroalimentacié
similares. Al principio se le atribuyé un papel importante en la regulacién
neuroinmune a las hormonas, como los cortico esteroides, los cuales se sabe que
modulan la respuesta inmune, por lo cual uno de los primeros temas a tratar fué el
estudio de la regulacién neuroendécrina del sistema inmune.

Uno de los casos mis tratados en el campo de la neuroinmunologfa es e! del
estrés, el cual se refiere a una circunstancia natural, o experimental, que amenaza la
integridad psicobiolégica del individuo, ya sea una amenaza real o percibida como tal,
En los animales, las condiciones ambientales que son percibidas ap t te como
una amenaza al organismo, y a las cuales éste no se puede adaptar, estardn acompaiiadas
de cambios psicofisiolégicos transitorios y otros de larga duracién, los cuales contribuyen
al desarrollo de diversas enfermedades, sobre todo cuando el animal esta expuesto a
agentes patégenos (Weiner., 1977). Este hecho se habfa reconocido tiempo atrds con
investigaciones en donde diferentes estresores producian efectos en el mantenimiento
y disparo de diversas enfermedades (Ader y Cohen., 1993). Sin embargo, a pesar de la
gran cantidad de investigaciones que ilustraban este hecho, no se tenfa evidencia de que
estos efectos estuvieran mediados por alteraciones en la funcién inmunitaria inducida
por factores conductuales.

No fué una tarea f4cil observar efectos claros en la respuesta inmune de animales
sujetos a estrés, debido a que al inmunizar a animales y medir su respuesta humoral, los
animales sujetos a estrés presentaban un d to estadisti te no significativo
de su respuesta inmune, aiin cuando en algunos casos se observaba que ésta se
demoraba (Feng, Pagniano, Tovar, Benneau, Glaser, y Sheridan., 1991). Esto se debe a
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que en situaciones experimentales, al inmunizar a un animal para producir una
respuesta primaria robusta, se utilizan concentraciones de antigeno que no se comparan
a las que experimenta un organismo en una situacién natural. Por esta razon
Moyniham, Ader, Grota, Schachtman y Cohen (1990} estudiaron los efectos de un
choque eléctrico sobre la respuesta inmune ante una baja dosis de antfgeno, la cual era
insuficiente para evocar una respuesta inmune primaria, pero servfa para cebar al ratén.
Se observé que los ratones expuestos al choque eléctrico mostraron una respuesta
inmune decrementada en comparacién a los animales no expuestos al estlmulo
estrésante.

Otros trabajos demostraron que diversos estrésores como el enfrentamiento entre
animales por la defensa del territorio (Fauman., 1987; Fleshner, Laudenslaget, Simons y
Maier,, 1989), la experiencia de separacién temprana de la madre (Coe, Rosenberg, y
Levine., 1988), o las restricciones fisicas (Okimura y Nigo., 1986) producfan deficiencias
en la respuesta inmune humoral.

Las hormonas a las que se les atribuyé el papel de la regulacién neuro-dinmune
del estrés fueron los corticoesteroides, debido a que se correlacionab
con el estrés (Basedovsky, Del Rey, y Sorkin,, 1985). Los corticoesteroides son factores
modulatorios de la respuesta inmune, en virtud de que suprimen la actividad de
respuestas dependientes del timo, incluyendo la produccién de algunas
inmunocitocinas por células T y la sintesis de anticuerpos en células B (Munck, Guyre, y
Holbrook,, 1984). Ain cuande también se ha descrito que en algunos casos los
corticoesteroides estimulan la produccién de inmunoglobulinas (Grayson, Dooley,
Koski, y Blaese., 1981). El efecto de los glucocorticoides en los linfocitos incluye tanto
linfocitélisis como la redistribucién de algunos subtipos de estas células dentro del
organismo (Onsrud y Thorsby, 1981; Munck, y cols., 1984). Usualmente también
suprimen la formacién o secrecién de linfocinas, observdndose un papel benéfico para
el organismo al suprimir la liberacién de &cido araquidénico, evitando asf el proceso
inflamatorio generado por el metabolismo de este agente. Los corticoesteroides son
secretados por la corteza supra adrenal en respuesta a la hormona adenocortico trépica
(ACTH), la cual es liberada por la glindula pituitaria y se secreta en respuesta al factor de
liberacién de corticotropina (CRF) proveniente del hipotslamo. Asf mismo, los
glucocorticoides sirven de retroalimentacién negativa, actuando a nivel hipotaldmico y
en la pituitaria, inhibiendo la secrecién de CRF y ACTH respectivamente. Los efectos
depresores de los corticoesteroides han sido dtiles en la clinica para contrelar problemas
alérgicos, dafio autoinmune y el proceso inflamatorio entre otros padecimientos, pero
también han servido para explicar en algunos casos los efectos del estrés sobre la
respuesta inmune. Uno de los mecanismos de adaptaci6n fisiolégica a los estresores
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ambientales es la produccién de ACTH por la glandula pituitaria, la cual como se
mencioné previamente estimula la produccién de corticoesteroides (Husband, 1993). Es
asf como se explica que sujetos expuestos a estrés crénico y/o agudo, presenten
depresién de la respuesta inmune atribufda a una sobreproduccién de estas hormonas
(Irwin, Vale, y River., 1990).

Otra de las hormonas que tiene efectos sobre la respuesta inmune es la
vasopresina, la cual actua como un estimulador de la proliferacién y/o diferenciacién de
timocitos (Whitfiel, MacManus, y Gillan., 1970) y fibroblastos (Rozengurt, Legg, y Curd
1979), actiande sinérgicamente con la insulina y otros factores promotores de
crecimiento. Ademas de su potente actividad mitogénica, la vasopresina es capaz de
remplazar los requerimientos de interleucina 2 por la produccién de interferén y
(Johnson y Torres, 1985), por lo cual puede por si misma modular la respuesta de células
linfoides con receptores para interferén y.

Ademés de los corticoesteroides y la vasopresina, se sabe que la insulina, la
prolactina, la encefalina y las endorfinas, entre otras, tienen efectos sobre la respuesta
inmune (Cotman, Brinton, Galaburda, McEwen y Schneider., 1987). Asf mismo, se ha
reportado la presencia de receptores para la mayorfa de estas hormonas en las células
linfoides. Un ejemplo es el receptor al péptido vasoactivo intestinal (VIP), que se
encuentra en algunas poblaciones de linfocitos y actua a través de segundos mensajeros
mediante la produccion de adenosin monofosfato ciclico ((AMP) (Danek, O'Dorisio,
O'Dorisio, y George., 1983). El VIP inhibe Ia respuesta de las células linfoides ante la
estimulacién por mitégenos y la migracién de los linfocitos en diferentes tejidos
linfoides excepto en el bazo.

Ya que las hormonas son factores importantes en la modulacion de la respuesta
inmune, y teniendo en cuenta que el hipotdlamo a través de la pituitaria controla la
gran mayorfa de los pracesos endécerinos, los primeros trabajos referentes al estudio de
las regi6nes neurales implicadas en la neuromodulacién se iniciaron por el andlisis del
hipotélamo. De esta manera, las bases neurofisiol6gicas de la regulacién neuro inmune
se generaron a partir de experimentos donde, utilizando lesiones en el hipotslamo, se
vefan claros efectos sobre a respuesta inmune; por ejemplo, Cross, Markesbery, Brooks

y R (1980) d aron que las lesiones del hipotdlamo anterior decrementaban
la respuesta de las células de bazo. Sin embargo, desde 1972 Tyrey y Nalbandov habfan
observado un d de la resp humoral ¢ da por lesi destructivas del

hipotilamo, por medio de técnicas de absorcion, indicado por una disminucién de

anticuerpos en sangre de animales inmunizados en comparacién con animales también

inmunizados pero con lesiones control. Isakovic y Jankovic (1973) encontraron que las
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leslones del hipotilamo product: bios en la arqui celular de tejido linfoide,
ademés de que estas lesiones también producfan disminucién de una respuesta alérgica
de tipo retrasada (hipersensibilidad de tipo retrasada). Este resultado también se observé
en respuestas alérgicas inmediatas (Lupparello, Stein, y Park., 1964; Schiavi, Marcis,
Camerino, y Stein,, 1975). Afios después, Cross, y colaboradores (1980) utilizaron lesiones
electrolfticas del hipotilamo anterior, las cuales eran més precisas que las utilizadas
anteriormente, y observaron un decremento significativo en la poblacién de células
tanto del bazo como del timo, adem4s de que la reactividad de las células del bazo ante la
estimulacion por concanavalina A decrement6. El efecto que describen estos
investigadores se observé claramente a los cuatro dfas de la lesién y se mantuvo hasta el
séptimo dfa. Estos resultados se replicaron posteriormente por el mismo grupo de
investigacién (Roszman, Cross, Brooks y Markesberry., 1982) y otros (Stein, Schleifer, y
Keller.,, 1981), donde midieron diferentes aspectos de la funcién inmunitaria,
observando efectos congruentes con los antes descritos.

En una reciente revisién, Baciu (1993) afirma que la parte posterior del
hipotélamo, esta involucrada en la regulacitn e integracién de la respuesta inmune
considerfindose como una funcién homeostética en conexién con el hipotdlamo
anterior; donde los miicleos laterales y el 4rea preSptica cumplen una funcién receptiva
ante el reto antigénico y ante diversos factores inmunitarios.

Existe otra hormona que no sélo es controlada por el hipotslamo, sino también
por el sistema nervioso auténomo, y que contribuye en la regulacién peural de la
respuesta inmune. Esta hormona es una catecolamina, la adrenalina, de la cual se
tienen caracterizados receptores en linfocitos (Glue, Payvandi, Kay, Elliott, y Nutt., 1991).
Se sabe que la adrenalina es liberada por la médula supra adrenal, lo que implica la
modulacién hipotal&mica de su liberacién. Sin embargo esta catecolamina también es
iiberada por el sistema nervioso simpitico (se conoge también como neurotransmisor
en diferentes regiones del sistema nervioso central) el cual ademis libera noradrenalina.
Ambas catecolaminas son liberadas por células simpéticas en tejido linfoide, donde
acttian sobre células linfoides con receptores adrenérgicos, siendo este un mecanismo
nervioso de modulacién mis di sobre el sist inmune.

Los opidceos endégenos asf como las endorfinas, tienen efectos en la actividad de
las células linfoides, las cuales presentan receptores a estos péptidos. (Wybran, 1985) y
son liberados a tejido linfoide también por el sistema nervioso simpético (Reder,
Karaszewski, y Arnason., 1989). Las B-endorfinas incrementan la respuesta proliferativa
de los linfocitos ante la estimulacién por mitogenos y junto con las encefalinas
incrementan la actividad de las eflulas NK.
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Recientemente se ha comenzado a estudiar el papel del sistema nervioso
simpético en la regulaci6n de Ia respuesta inmune. Se sabe que las lesiones del sistema
nervioso simpético afectan una gran variedad de funciones inmunes (Reder y cols.,
1989). Con técnicas histoquimicas, se ha demostrado la presencia de inervacién
simpética en regiones especlficas de tejido linfoide primario y secundario (Williams y
Felten, 1981; Williams y cols., 1981; Felten, Felten, Carlson, Olschowka y Livnat, 1985;
Livnat, Felten, Carlson, Bellinger y Felten, 1985). Estas inervaciones son
predominantemente noradrenérgicas (Madden Ackerman, Livnat, Felten, y Felten,
1989); por ejemplo, al bazo arriban fibras noradrenérgicas provenientes del ganglio
mesentérico (Felten y cols., 1985) entrando por la arteria del bazo, distribuyéndose en el
sistema capsular. Ademds se asocian abundantemente con la arteria central y se
ramifican en la pulpa blanca, en donde se observa la mayorfa de las varicosidades
noradrenérgicas. En contraste las varicosidades de los plexos tortuosos rodean las
arterias centrales y sus ramificaciones, extendiéndose por fuera de la vaina linfitica
periarteriolar y desplazdndose linealmente a lo largo del eje de los senos marginales,
generalmente evitando los folfculos (Felten, Ackerman, Wiegand y Felten, 1987).

Las lesiones del sistema nervioso simp4tico efectuadas con é6-hidroxidopamina (6-
OHDA), con la que se lesionan selectivamente terminales catecolaminérgicas (Thoenen
y Tranzer, 1973), destruyen inervaciones nerviosas simpaticas, dejando a los cuerpos
celulares con vida, por ello se le denomina axotomfa. Tanto la simpatectomnfa como la
axotomfa afectan la distribucién de los linfocitos en el bazo y la funcién inmune. La
axotomfa en sistema nervioso simpético, evita el eflujo de leucocitos del bazo,
incrementa significativamente el porcentaje de células T (Miles, Chelmicka-Schorr,
Atweh, Otten y Arnason, 1985) y decrementa la poblacién de células B.

La noradrenalina es el principal neurotransmisor del sistema nervioso simpético
y se libera directamente a tejido linfoide primario y secundario. Su accién es mediada
por receptores adrenérgicos, de los cuales existen diferentes tipos y unos son mds afines
a la noradrenalina y otros a la adrenalina. Los receptores adrenérgicos son proteinas de
membrana que median diversos efectos fisiolégicos de hormonas y neurotransmisores,
y pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteinas reguladoras que se
enlazan al nucleStido de guanina (Proteinas G). Esta familia incluye a la rodopsina, a los
receptores muscarfnicos de acetilcolina, y 2 muchos otros receptores como son aquellos
que se enlazan a hormonas peptfdicas. Comurnumente este tipo de receptores se conocen
como receptores mediados por mecanismos de segundos mensajeros, o bién receptores
metabotrépicos en el caso del sistema nerviosos central. Genéricamente {Schwartz y
Kandel, 1991) se puede hablar de que este receptor ests asociado a un transductor (la
proteina G estimuladora, en el case del receptor B-adrenérgico) el cual modula a un
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. efector primario (en este caso es la adenilato ciclasa) y éste a un segundo mensajero (el
monofosfato de adenosin cfclico, cCAMP), el cual va a activar a un efector secundario (la
proteina cinasa dependiente de cAMP). En el caso de los receptores adrenérgicos existen
dos grandes subclases, los o y los §, cada cual tiene dos subtipos farmacologicamente
distinguibles, ellos sonx 1y a2,y 1 y 2. Los 1 y 2 al unirse al ligando interactuan con
una proteina Gs, la cual activa a la adenilato ciclasa, mientras a2 ia inhibe a través de
una proteina G inhibitoria (Gi} y finalmente el subtipo a1 activa al efector primario que
es una fosfolipasa C por medio de otro tipo de proteina G.

Los efectos cldsicos de la activacién simpética sobre los linfocitos son en gran parte
mediados por la norepinefrina, la cual actia principalmente en los receptores o y con
menor afinidad en los receptores . En contraste, la adrenalina que es liberada a la
sangre principalmente por células de la médula supra adrenal, actiia preferencialmente
en los receptores B y en un menor grado en los o (Heilig, Irwin, Grewal y Sercarz, 1993).

En estudios recientes en donde utiliza anfetamina para provocar la liberacién de
catecolaminas, se ha observado que éstas ulti inhiben la resp ativa de
las células de los nodos linfiticos inducida por un antfgeno (lisoenzima blanca de
huevo de gallina). Cuando se combi tagoni ay B adrenérgicos, estos bloquean
el efecto inhibidor de la proliferacién causado por la anfetamina in vivo, mientras que
en estudios in vitro, el agonista de a fenileprina, y no el isoproterenol que es agonista de
B, inhibe la respuesta proliferativa en una manera dosis dependiente (Heilig y cols.,
1993). Asf mismo, el efecto inhibidor de la fenileprina fue bloqueado por el antagonista
de a fentolamina. Estos datos sugieren que el efecto inhibidor de la proliferacién se da
por medio de los receptores o y debido a que este tipo de receptores se encuentran
principalmente en los linfocitos T, se piensa que el efecto es a través de estas células, las
cuales por tanto, responden preferencialmente a la norepinefrina (Felten y cols., 1985).

134,

Por otro lado se ha observado en células nerviosas que la sobre estimulacién de
los receptores B adrenérgicos produce un decremento en el mimero de estos receptores,
mientras el bloqueo lo incrementa. Teniendo en cuenta ésto se ha estudiado la
regulacién en el nimero de receptores a2 de linfocitos por un antagonista selectivo de
este mismo receptor que es el idazoxan, encontrdndose un pequeiio incremento en el
numera de receptores a2 después del bloqueo con este antagonista (Johnson y Gordon,
1980}, En plaquetas este fendmeno se observa de manera més clara.

Hasta ahora se han visto las dos principales vias de acceso que tiene el sistema
nervioso para actuar sobre el sistema inmune, sin embargo no se ha descrito de que
manera el sistema nervioso recibe informacién de los eventos que ocurren en el sistema
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inmune. En un principio se mencioné que existen factores como las interleucinas, las
cuales son secretadas por células linfoides y cumplen funciones modulatorias sobre
células del sistema inmune.

Las interleucinas secretadas por las células linfoides también sirven como
mecanismos de retroalimentacion entre el sistema inmune y el sistema nervioso. se
sabe que la IL-1 tiene efectos modulatorios a nivel hipotaldmico, estimulando la
secrecién de diversas hormonas. Por efemplo, se ha descrito que fa IL-1 incrementa los
niveles de hormona adeno cortico trépica y corticoesteroides en plasma (Sapolsky,
Rivier, Yamamoto, Plotsky y Vale., 1987) en estudios in vivo y congruentemente con
asto, se ha visto que la IL-1 estimula la liberacién del factor liberador de corticotropinas
(Bernardini, Calogero, Mauceri y Chrousos., 1990} en cultivos de tejido hipotaldmico.
También se ha observado que la IL-1 estimula Ia liberacién de noradrenalina y
dopamina del hipotilamo in vitro (Palazzolo y Quadri, 1990) y dispara diferentes
eventos en el hipotdlamo relacionados con la generacién de fiebre (Hori, Nakashima,
Take, Kaizuka, Mori y Katafuchi., 1991), probablemente modulando la temperatura
corporal ya que junto con el interferon a modula la actividad de las células
termosensibles en las areas predptica y anterior del hipotdlamo. De esta manera actua
sobre la ingesta de alimentos al modular la respuesta de células que responden a la
glucosa en el hipotilamo ventromedial (Hori, y cols., 1991), lo cual podria explicar la
aparicién de anorexia como un sfntoma comin durante el curso de algunos tipos de
infecciones.

La inyeccién intraperitoneal de IL-1 produce un incremento de la temperatura
rectal y un decremento de los niveles de glucosa en plasma, estos efectos son bloqueados
con la destruccién de células ganglionares a través del uso de 6-hidroxidopamina (Saito,
Akiyoshi y Shimizu., 1991), con lo que también se observa un incremento en la
liberacién de norepinefrina por el sistema nervioso simpético. Esta evidencia muestra
que la IL-1 también tiene efectos sobre el sistema nervioso simpitico.

En una revision reciente de Cunningham, Jr. y Souza (1993) en Ia que tratan el
tema de los receptores a citocinas en el sistema nervioso central, mencionan que hay
evidencia de la existencia de 4cido ribonucléico mensajero (nRNA) de receptores a IL-1
en el giro dentado y la regién CA3 del hipocampo, en los niicleos antero dorsales del
t4lamo, en el rafe dorsal, en las neuronas sensoriales de los nticlecs mesencefélicos del
nervio trigémino, en las células de Purkinje en el cerebelo y en células secretoras de
hormonas en la pituitaria anterior. Sorprendentemente no se ha observado mRNA de
IL-1 en células hipotalimicas, sin embargo es probable que el tipo de receptor que se
encuentra en el hipotilamo y que responde a IL-1 tenga caracterfsticas moleculares
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diferentes a los que se observan en las células linfoides (Cunningham, Jr. y Souza, 1993).

Otras citocinas que tienen efectos en el sistema nervioso son la IL-2, IL-6 y el factor
de necrosis tumoral {Cunningham, Jr. y Souza, 1993), pero de estos factores se tiene poca
informacién acerca de su funci6n en el sistema nervioso. El hecho de que las
interleuci tengan ef sobre difi gi del si nervioso simpitico, es
congruente con la observacién de que diferentes regiones del sistema nervioso
respondan ante la estimulacién . Por ej > se han descrito cambios en la
actividad eléctrica del hipotdlamo después de la mmumzamén (Basedovsky, Sorkin,
Felix, y Haas., 1977), también se ha observado que la estimulacién antigénica produce
cambios en la actividad metabélica de la amigdala y del hipocampo (Masek, Petroviky y
Seifert., 1992), observandose también efectos en los niicleos del rafe y el niicleo
parabraquial del puente.

Hodnt

Hasta aquf, se ha hecho un esbozo de la manera en que interactiian el sistema
nervioso central y el sistema inmune, y se puede afirmar que existen dos principales
vias de acceso del sistema nervioso al sistema inmune, una que representa al
hipotélamo, el cual mediante diversas hormonas modula directamente ciertos aspectos
de la respuesta inmune e indirectamente por medio de los productos de la corteza y la
médula supra adrenal. La otra vfa de acceso es el sistema nervioso auténomo que
mediante sistemas catecolaminérgicos y neuropeptidos tiene fucniones modulatorias
sobre el sistema inmune (ver esquema 2).



Nervioso
Auténomo

Q'°°"las

Anticuerpos 4
Céllas y 4
Citocinas

Organos
Linfoides

Modificado de Husband A.J., (1993) Vaccine, 11, 805-815

Esquema 2. Se las princi vlas de icacidn entre el sistema nervioso central y el sistema

¥

inmunitario.

Si el sistema nervioso es capaz de modular la respuesta inmune y si ademds
existen estructuras centrales que reciben informacién del sistema inmune, es posible
que los mecanismos plésticos que ocurren en el sistema nervioso afecten al sistema
inmune. De hecho se ha demostrado que se puede modular el sistema inmune a través
de un mecanismo de plasticidad nerviosa como lo es el aprendizaje. espectficamente por
medio de procedimientos de condicionamiento clasico.
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CaplIVv

El Condicionamiento Clésico, 1a Escuela Rusa:
Los Primeros Intentos de Condicionamiento
de la Respuesta Inmune

El condicionamiento cldsico fué descrito originalmente por Pavlov influido por
las ideas de Sechenov, quien afirmaba lo siguiente:

"la causa primera de todo acto humano esta fuera del hombre, por lo cual
no se puede definir a un organismo sin tener en cuenta su medio
ambiente”,

y Prochaska, otro precursor de Pavlov, reconocfa que:

"los reflejos animales no transcurren como en la 6ptiva donde el rayo
luminoso incidente y la posicién del espejo determinan la trayectoria del
rayo reflejado, pues en el caso de los reflejos animales todo depende del
estado eo del organismo”.

El concepto de reflejo proviene originalmente de Descartes, atin cuando este no
utilizaba precisamente el término, en sus trabajos se expresa la idea de que la reaccién
animal est4 determinada por las influencias del mundo exterior. Pavlov interesado en
la fisiologfa de la glandula salivar, realiz6 diversos estudios que le condujeron a efectuar
las observaciones con las que desarroll6 el concepto de condicionamiento clésico.

Utilizando la técnica de la fistula permanente de la glandula salivar, elaborada
por un colaborador suyo (Glinski), que le permitia medir de manera precisa la cantidad
de saliva secretada por la glandula salival del animal y con la cual se puede mantener al
animal en buena salud fisica durante afios, Pavlov comenz6 a estudiar el reflejo salivar
y describié como los reflejos son la reacci6n del organismo ante factores especfficos del
mundo exterior, que de acuerdo a Pavlov, dicha reaccién:

"esta mediada por el segmento inferior del sistema nervioso central, al
cual llega la excitacion de los nervios de la lengua que se activan ante la
ingesta del alimento y luego el sistema nervioso central excita a la
glandula salivar provocando la secrecién” (Pavlov, 1929).

Este reflejo fué caracterizado originalmente como reflejo absoluto, o reflejo



simple y permanente. Sus estudios sobre las secreciones digestivas le valieron el premio
Nobel que le fué otorgado en 1904.

Pavlov habfa observado que la sola presentacién visual del alimento podfa
producir la secrecién de saliva. Este fenémeno lo llamo excitacién psiquica, el cual
dependerfa del segmento superior del sistema nervioso. Al estudiar detalladamente el
fendmeno de la excitacién psfquica, pudo encontrar que después de que el animal, en
este caso un perro, era alimentado todos los dfas por una misma persona, la sola
presencia de esa persona era suficiente para producir la respuesta salival, a lo cual
denominé en un principio como reflejo a distancia o reflejo seiial. Mas adelante realizé
experimentos controlados para observar con més cuidado este fenémeno.

El experimento clésico consisti6 en exponer al animal ante un "excitador
ambiental" (ahora se habla de estimulo) que fuese incapaz de producir la respuesta de
salivacién por si sélo (estimulo neutro, EN) como el sonido de una campana. Este
ltimo es presentado un determinado perfodo de tiempo antes de la presentacién del
alimento (estfmulo incondicionado, El), el cual de forma refleja produce la secrecion de
saliva (respuesta incondicionada, RI). Después de varios ensayos en los que se presentan
ambos estimulos (apareamiento), en una relacibn temporal (contingencia), el animal
adquiere la capacidad de responder ante el sonido de la campana, que ahora se ha
convertido en estimulo condicionado (EC), a través de la secrecién de saliva (respuesta
condicionada, RC).

En la actualidad se denomina apareamiento de estimulos a la presentacién de los
estfimulos en una relacién temporal, que son conting en el to en que la
presentacién de uno implica la presencia del otro en un espacio temporal. La
contingencia en el condicionamiento clésico implica que el estfmulo condicionado
preceda al estfmulo incondicionado en un espacio temporal delimitado.

El reflejo condicionado es entonces producto del ap contingente, de un
estimulo neutral con un estimulo incondicionado, en un organismo determinado,
adquiriendo as( el estimulo originalmente neutro, la capacidad de producir una
respuesta semejante a la respuesta incondicionada. Pavlov afirmaba que el segmento
superior del sistema nervioso era el encargado de realizar los mecanismos de unién
temporal de los estfmulos, y decidi6 designar a esta union temporal, es decir a este
nuevo reflejo como reflejo condicionado.




Pavlov explic6 que:

"Una de las uniones escenciales del organismo con el medio
ambiente es por la nutricién, de tal forma que en lo mis bajo de ta escala
animal, el solo contacto entre el ali to y el organismo, conduce a la
respuesta alimenticia. En escalas mds elevadas estas reacciones se hacen
més numerosas y distantes, de tal manera que olores, ruidos e imégenes
llevan a los animales hacia el alimento en un radio siempre creciente. En
el grado superior, los sonidos, las palabras, los signos de la escritura y de
la imprenta, dispersan a las masas humanas por toda la superficie de la
tierra en busca del pan cotidiano. Esta diversidad y alejamiento ileva
consigo el remplazo de las conexiones permanentes entre los factores
exteriores y el organismo por una unién temporal, ya que las uniones
distantes solo pueden ser pasajeras y cambiantes, y debido a su
multiplicidad no cabrfan bajo forma de conexiones permaneuntes, en los
aparatos mis voluminosos” (Paviov, 1929).

Esto implicaba en primer lugar que los tipos de conexiones temporales serfan mas
complicadas entre mis complicado fuera el sistema nervioso que lo realizaba, esto en
términos filogenéticos tiene una gran implicacién, ya que explica la complejidad de los
procesos de aprendizaje en animales con un sistema nervioso més evolucionado. En
segundo lugar se trata al aprendizaje como un cambio "relativamente permanente”, lo
cual esta implicito en las definiciones actuales de este tipo de plasticidad.

Pavlov como buen fisi6logo estaba interesado en los aspectos funcionales del
fenémeno, por lo que explicé al condicionamiento en términos de lo que considerd
deberfa estar ocurriendo en el sistema nervioso de la siguiente manera:

*El nuevo agente exterior debe coincidir en el tiempo una o varias
veces con la accién de un agente ya en conexién y manifestarse con la
misma actividad, por lo tanto, el nuevo reflejo condicionado se forma
con ayuda del antiguo, de esta manera, en el sistema nervioso, la
excitacién nueva (indiferente hasta entonces) encuentra a su entrada, en
los grandes hemisferios, una excitacién intensa en donde se concentra
para abrirse camino en ese punto y desde donde tendra acceso hacia el
6rgano correspondiente del que se ha convertido en excitante. Si no
encuentra ninguna excitaci6n elevada, esta se dispersard por todos los
hemisferios sin producir efecto notable" (Pavlov, 1929).

Esto, intentaba explicar los mecanismos neurales que subyacen al reflejo
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condicionado, implicando a la corteza cerebral en la formacién del condicionamiento. El
interes de Pavlov por explicar los sustratos neurales del aprendizaje es compartido en
este trabajo, asf como muchos trabajos que se realizan en la actualidad con el fin de
esclarecer los procesos neurales que permiten el aprendizaje. Ademés, es importante
seflalar que con lo anterior, Pavlov pretendia aclarar la manera en que un estfmulo
antes condicionado, perdiera su propiedad de producir la respuesta condicionada
después de haber sido presentado repetidamente , es decir explicaba de cierta manera el
mecanismo de Ia extincién, al cual Pavlov reconoce como un tipo de inhibicién.

Otros de los fenémenos que document6 pavlov fueron los mecanismos de
generalizacién y discriminacién, que segiin Paviov, eran efectuados por los
analizadores:

"El analizador es un complejo mecanismo que comienza con el
aparato receptor externo y termina en el cerebro, ya sea en el segmento
inferior o superior; en este Gltimo es mucho més complicado. La
participacién de un analizador en un reflejo condicionado es en un
principio basta y general y solo posteriormente debido a la diferenciacién
gradual del excitante condicionado entran enr funcién sus partes mis
finas y discriminatorias. Por ejemplo, en el caso de lesiones, entre mas
dafiada estd la extremidad cerebral del analizador, més finura pierde su
actividad” (Pavlov, 1929).

Es necesario aclarar que lo anterior es s6lo un ejemplo del tipo de conclusiones
que Pavlov hizo con respecto a su trabajo en el terreno de los reflejos condicionados. En
el caso de que se trate de lesiones en 4reas de proyeccién primaria, sus conclusiones
antes mencionadas son acertadas. Las implicaciones te6ricas de su trabajo, para la
psicologfa y para otras disciplinas, atin hoy en dfa son de gran importancia y sus
observaciones tedricas que en muchas ocasiones solo eran especulaciones acerca de los
fenémenos que ocurrfan en el sistema nervioso han servido de inspiracién y han
llevado a grandes discusiones en e] terreno de las neurociencias, en donde muchos de
sus arg tos son ain vigi y muchas de las especulaciones que hizo, ahora se han

A

trado u‘yg.' Imente.

La aplicacién de los conocimientos Pavlovianos incluyen el adiestramiento de
animales, la pedagogfa, la terapeitica por medio del suefio, el método psicoprofilictico
del parto sin dolor, la publicidad y la psiquiatria, entre otros. De gran importancia
también es la concepci6n cortico visceral de las enfermedades psicosomiticas.
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Pavlov afirmaba que:

“todos los agentes del mundo exterior como olores, imé&genes, sonidos,
etc. podrfan entrar en unién temporal con la glindula salival y
convertirse en factores estimulantes de la salivacién cuando coincidieran
en el tiempo con el reflejo absoluto™

Esto hizo pensar a muchos seguidores de Pavlov, que era posible desarrollar
cualquier reflejo condicionado, si se tenfa de antemano un reflejo absoluto, es decir un

reflejo incondicionado y este se iaba temporal con cualqui fmulo. Es as{
como muchos i igadores i dos en el condici fento clasico se abocaron al
estudio del condicionamiento de las resp auté como una de buscar
mecanismos de control de estas y desarrollar asf nuevas h ientas en el tr ient
clnico.

Los estudios acerca del condicionamiento interoceptivo comenzaron en la Unién
Soviética en 1928 pero no habfan generado mucho fmpetu empfrico hasta los aifios 40. El
condicionamiento interoceptivo se define como el condicionamiento cldsico en el cual,
ya sea el estimulo condicionado, o el estimulo incondicionado, o bién ambos, son
presentados directamente a la mucosa de alguna viscera espectfica. Razran (1961) define
tres tipos de condicionamiento interoceptivo en términos de los estfmulos que se
utilizan. De esta manera existe el condicionamiento intero-interceptivo, cuando ambos
estfmulos son interoceptivos, el intero-exteroceptivo cuando el condicionado es
interoceptivo y el incondicionado eptivo, y final el extero-interoceptivo
cuando el estimulo condicionado es exteroceptivo y el incondicionado es interoceptivo.
El condicionamiento cldsico convencional es completamente extero-exteroceptivo. Para
una clasificacién més detallada deberfa tomarse en cuenta también el tipo de respuesta
condicionada, esto es, si 1a respuesta es visceral, esquelética, o en el caso de los humanos,
sensorio-verbal.

Los métodos de estfmulacién visceral inclufan la formaci6n de fistulas en la
viscera experimental in situ, y en algunos casos también la exteriorizacién quirdrgica de
la viscera. Los estfmulos mds tfpicos eran distensiones de la cavidad de la viscera por
medio de globos de goma insertados que se pueden inflar con aire o agua. También se
utilizaban estfmulos térmicos llenando los balones con agua a diferentes temperaturas.
La irrigacién a través de tubos era la forma comiin de administraci6n de estimulos
qufmicos. Otros tipos de estimulacion eran el raspado ritmico de la mucosa de alguna
viscera, el uso de chorros de aire, 0 agua y la estimulacién eléctrica.
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Para Razran (1961} los verdaderos casos de condicionamiento interoceptivo son
aquellos en que el estfmulo condicionado es interoceptivo, es decir, cuando la
falizacién o los isores de la informacién condicionada son las visceras o el asf
llamade medio interno. En un ejemplo de condicionamiento intero-exteroceptivo
desarrollado por los investigadores rusos se utiliz6 el raspado ritmico del interior
uterino, como estfmulo condicionado (EC), 10 minutos antes de la presentacién del
alimento, como estimulo incondicionado (EI), registrindose la secrecién de saliva,
Después de 9 a 12 sesiones de apareamiento de los estfmulos, apareci6 la respuesta
condicionada (RC). Una vez establecida la RC se inicié un entrenamiento de
discriminacién donde los perros aprendieron a responder diferencialmente a la
frecuencia del raspado.

Un condicic iento comp te interoceptivo es por ejemplo cuando se
utiliza un EC como las distenciones ritmicas del intestino, y como EI los cambios en la
composicién dek aire los cuales producen cambios respiratorios hipercdpnicos. Después
de 12 a 16 apareamientos apareci® la RC, esto es cambios hipercdpnicos ante la
estimulacién con distenciones ritmicas dei intestino.

Esta clase de estudios hizo que muchos de los investigadores rusos p que
précticamente cualquier par de estimulos podria ser apareado y generar asf un reflejo
condicionado. Sin embargo, en muchos experimentos, tratando de aparear diferentes
tipos de estfmulos, solo se obtenfa una respuesta condicionada débil y transitoria
después de un gran nimero de ensayos de apareamiento. Un ejemplo de esto es el caso
d rusos en donde por primera vez se

de los experimentos realizados por investig;
intent6 condicionar la resp del si

Metal'nikov y Chorine (1926) t on condici el inc to de leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) evocado por la inyeccién de antigeno, aparandola con un
estfmulo inmunolégicamente neutro. Se usaron conejillos de indias a los cuales se les
inyectaron dosis pequefias de Bacillus anthracis (EI) después de la estimulacién
exteroceptiva por medio del calentamiento o el rascado rftmico de algin 4rea especifica
de la piel (EC). El apareamiento se realiz6 diariamente entre 18 y 25 dfas y se di6 un
perfodo de descanso de 12 a 15 dfas, para permitir que la respuesta inmune regresara a su
nivel basal. Después de este perfodo de descanso se presentdé nuevamente el estimulo
condicionado en ausencia del antfgeno. Como parte de la respuesta incondicionada se
observa un ripido incremento del 90% de PMNS en 5 hus y que perdura por 1 o 2 dfas. La
respuesta condicionda que se generd, también se daba de manera rdpida adn cuando
representaba solo un 60% de incremento en la poblacién de PMNs y perduré solo por
algunas horas.
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A pesar de que los efectos observados por Metal'nikov y Chorine (1926) no eran
muy fuertes, el fenémeno descrito era muy novedoso e importante, por lo cual muchos
otros investigadores rusos conti esta l{nea de investigacion. Uno de los estudios
mas extensivos fué realizado por Ostravskaya (1930) en donde utilizando conejillos de
indias a los que aplicé choques eléctricos como EC durante un perfodo de 3 a 5 minutos,
apareados con una inyeccién de antigeno como EI. Se realizaron 21 sesiones de
apareamiento. Se utilizaron animales controles no condicionados a los que se les
presentd ya sea el EC sin EI o el EI sin el EC. Después de un perfodo de descanso de 10 a
15 dfas, los animales fueron reexpuestos al estimulo condicionado, se examinaron
exudados de peritoneo para determinar el nimero de PMNs, y se observé un
incremento del 67% en los animales condicionados en contraste con un 23% en los
animales controles. Otros trabajos realizados por Friedberger & Gurwitz (1931); y por
Kopeloff y colaboradores (1933, 1935) no encontraron efecto condicionado alguno.

Estos primeros trabajos de condicionamiento de la respuesta inmune, generaron
mucho interds, particularmente en la Unién Sovietica. Aunque las premisas que
subyacen a dichas investigacil eran consi con el punto de vista predominante
de la época, en el que se afirmaba que todos los procesos fisiolégicos eran regulados por
el sistema nervioso central, en muchos casos los datos se vieron con mucho
escepticismo debido a que no existfa evidencia que apoyara una relacién funcional entre
el sistema nervioso y el sistema inmune.

Otros trabajos en este campo fueron elaborados en los afios cincuenta con las
criticas e investigaciones de Bereznykh (1955), Vygodchikov (1957) y otros interesados en
el papel del sistema nervioso como regulador del sistema inmune. Los estudios rusos
habfan mostrado ya la posibilidad de condici ciertas respuestas i itarias. Sin
embargo, estas primeras observaciones no pudieron ser confirmadas por otros grupos de
investigacién, quienes intentaron, sin exito, replicar algunos experimentos. De esta
manera, algunos te6ricos propusieron que el fenémeno podfa ser producto de un
artificio dolégico, ya que faltab les para d trar que el fenémeno era

1 un condici i (Ader y Cohen, 1985).




CapV

El Condicionamiento Aversivo a los Sabores
y el Condicionamiento Inmunosupresor

El éxito del condicic iento i surgié con el uso de un paradigma de
evitacion al sabor denominado condicionamiento aversivo a los sabores, descrito
originalmente por Garcfa, Kimmeldorf y Koelling (1955).

A finales de la decada de los 40's se estaban realizando una gran cantidad de
investigaciones acerca de los efectos de las radiaciones sobre animales. En uno de estos
experimentos trabajaba Garcfa, quien observé un fen6meno muy particular. Todos los
que trabajaban en los laboratorios sabfan que cuando los animales estaban dentro de las
camaras de radiacién, estos no ingerfan alimento alguno. Garcfa encontré que si se
colocaba un bebedero de agua con la punta de pldstico en el interior de la camara de
radiacién, el animal no volverfa a beber en un bebedero con esa clase de punta ain
afuera de la camara de radiacién y si en una punta de vidrio u otro material. M4s
adelante observé este mismo f > con la pr tacién de distintos sabores dentro
de la camara, encontrando una conducta de aversién al sabor presentado en el interior
de la camara, Para Garcfa este era un claro fenémeno de aprendizaje, en el que el animal
relacionaba al sabor con algun efecto de malestar asociado a las radiaciones (Garcfa, y
cols., 1955), después se observé que la aversién condicionada al sabor podfa ser obtenida
con el apareamiento del sabor y un estimulo que produjera irritacién géstrica como el
cloruro de litio (LiCl) (Gustavson, Garcfa, Hankins y Risinjak., 1974).

A este paradigma de evitacién se le denomino condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS), y se hizo de el un paradigma clasico por sus implicaciones teéricas y por
su utilidad practica, ya que es un procedimiento de condici i con el que
facilmente se obtiene la aversi6én condicionada al sabor, tanto que vasta un solo ensayo
para que el animal aprenda, ademds de que puede perdurar por meses y su extincién
total toma varios ensayos. Desde el punto de vista evolutivo, el CAS es muy
importante, ya que gracias a el, los organismos capaces de adquirirlo, pueden aprender a
reconocer que alimentos le son dafinos y esto les permite sobrevivir, El CAS se
demostré en diferentes especies animales, obteniendose efectos sorprendentes cuando a
un lobo se le daba carne de oveja con LiCl, después de lo cual el lobo al encontrarse con
una oveja, primero la intentaba atacar y al paladear su sabor el Iobo se alejaba con miedo
de ella.
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Garcfa demostr6 que los estfmulos que podfan ser puestos en una relacién
temporal para desarrollar un aprendizaje tenfan que tener ciertas caracterfstcas que los

relacionaran, esto implicaba que no cualquier par de estimulos podfan ser relacionados
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la

temporalmente. Cuando de un estimulo

P
luminoso y un sabor con un choque eléctrico y un estimulo que producfa irritacién
géstrica, el estfmulo luminoso se relacionaba temporalmente solo con el choque
eléctrico y el sabor con la irritacién géstrica (Garcfa, Hankins, y Rusiniak., 1974). En

Af

ningin mc los animal ser condicionados a tener aversién al sabor si

este era apareado con un choque eléctrico y de la misma manera si un estimulo
luminoso era apareado con irritacién géastrica, el animal no presentaba ninguna

respuesta ante la luz.

Esta evidencia sugiri6 que los circuitos involucrados en cada tipo de
condicionamiento eran diferentes y por lo tanto los centros nerviosos en donde

ocurrian los mecanismos de integracién de los estfmulos, tenfan que tener ciertas

peculiaridades. Garcfa planteé un esq para los reflejos d ivos (ver esq 3)
en el cual explicaba como los estfmulos exteroceptivos entre si, podfan entrar en una
relacién temporal y desarrollar un condicionami i los estfmulos gustativos
y viscerales hacfan lo mismo en otro sist La p pcién olfativa rep un

enlace entre ambos sistemas, esto debido a que se demostré que cuando un estfmulo
gustativo es apareado con malestar gdstrico, se puede inducir la aversi6n al olor si este se
acompaiia de un estimulo gustativo, pero no st solo se aparean olor y malestar, de la
misma manera, el estimulo olfativo puede ser relacionado temporalmente con un

estimulo exteroceptivo.
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Esq 3. Med: un diag de blogue se rep los s i externos e internos
(visteral), flustrando los diferentes estimulos que pueden entrar selectivamente en una relacion temporal

para desarrollar un condicionamiento. Cabe seftalar que el olor se presenta como una compuerta enire los dos

sistemas ya que puede ser relacionado temporalmente en ambos sistemas.

Tal vez reconociendo la idea de Garcfa, en 1974 Ader de la Universidad de
Rochester, observé mortandad en animales a los cuales produjo CAS, utilizando
sacarina (SAC) como estfmulo gustativo y ciclofosfamida come el lo productor
del malestar gdstrico. La ciclofosfamida es bién conocida por su capacidad
inmunosupresora y colateralmente produce jrritacién géstrica. El aparcamiento de SAC
y ciclofosfamida fué seguido de sesiones de extincién en intervalos de 3 dfas. Durante el
curso de las reexposiciones a la sacarina, algunos de los animales murieron y el indice de
mortandad variaba de manera directamente proporcional al volumen de sacarina
[¥ ida en el ent i Basidndose en estas observaciones, Ader propuso que el
apareamiento de un estimulo gustativo con una droga inmunosupresora resultarfa en
el condicionamiento de una respuesta inmunosupresora. La mortandad entonces, serfa
el resultado de la exposicién repetida al estimulo condicionado, el cual, al producir un
efecto negativo sobre el sistema inmune, permitirfa que los animales fueran mas
susceptibles al ataque de agéntes patégenos.

Estas especulaciones fueron probadas con experimentos controlados, para
discernir el verdadero carcter de éste fenémeno. En 1975, Ader y Cohen utilizaron ratas
Wistar separadas individualmente a las que se mantenfa con restriccién de agua,
itiéndoles beber d un perfodo de 15 min una vez al dfa, esto durante 5 dfas
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para obtener un nivel basal de consumo de agua. Después de los 5 dfas de medicién del
consumo de agua, a tres grupos de ratas (C51,C52 y CSo) se les condicions, por medio de
la presentacién de sacarina s6dica al 0.1% en su bebedero, durante 15 min, apareada con
la inyeccién por vfa intraperitoneal (ip) de una solucién de 50 mg/kg de ciclofosfamida.

Otro grupo de animal d inado no condici do (NC) se le presenté agua
apareada con ciclofosfamida (en trabajos posteriores este grupo recibié apareamientos de
sacarina y ciclofosfamida de no conting; observéndose un efecto similar),

Finalmente se utiliz6 un grupo control denominado placebo (P), al cual se le apares la
presentacitn de sacarina con solucién salina isot6nica.

Tres dfas después del condici iento, todos los animales fueron inmunizados
con eritrocitos de carnero y 30 min después de la ir izacién los grupos de animales
condicionados (excepto el CSo), el grupo NC y el grupo P fueron expuestos a la sacarina,
uno de los subgrupos CS recibi6é otra exposicién a la sacarina 3 dfas después de la
inmunizacién (CS2), el otro solo fué expuesto una vez (CS1), mientras al tercero (CSo) se
le presenté solamente agua. Los grupos NC y CSo sirvieron como controles del
condicionamiento. El grupo P represent6 a la respuesta inmune normal. Cabe
mencionar que también se utilizé6 un grupo para evaluar el efecto incondicionado (US)
de la ciclofosfamida, el cual recibi6 el mismo tratamiento que los grupos condicionados,
pero el dfa de la reexposicitn a las sacarina fué reinyectado con ciclofosfamida, Seis dfas
después de la i izacién se tomaron muestras de sangre de todos los animales, para
medir, por medio de hemaglutinacién, los titulos de anticuerpos de una respuesta
inmune primaria.

Las ratas condicfonadas reexpuestas a la sacarina p taron una reduccién
significativa de su consumo de agua con sacarina el dfa o los dfas de la reexposicién, en
comparaci6n a los animales P y a aquellos a los que se les present6 agua sola en lugar de
la solucién con sacarina (Fig I 1a). Los animales del grupo P como se esperaba,

On una resp i normal. La respuesta inmune de los animales NC y
los del grupo CSo era semejante, pero un poco més baja que la de los controles. Los
grupos CS1 y CS2 presentaron una clera inmunosupresion, la cual era mayor entre més
reexposiciones recibfan. Ambos grupos presentaron diferencias significativas en
comparacién a los grupos CSo, NC y P. Estos resultados apoyaron la hip6tesis de que el
apareamiento de sacarina y ciclofosfamida producirfa un condicionamiento
inmunosupresor (CIS), demostrindose que el efecto del estfmulo condicionado era un
efecto real, en virtud de que los grupos inyectados con ciclofosfamida pero sin la
presentacién del estimulo condicionado, no presentaban la misma supresién que
aquellos condicionados que fueron reexpuestos a la SAC.
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Figll Se fos ltadc en el CIS por tres diferentes grupos de investigacién. En el eje de
Ins X se muestras los tftulos de anticuerpos contra eritrocilos de carnero a los seis dias después de la
inmunizacidn y en el efe de la Y los diferentes grupos. Los tftulos de anticuerpos estdn presentados en una

escala logarltmica y en todos los casos se n dif igni entre los grupos
condicionados y los controles (p<0.05),

Estos trabajos fueron replicados mis tarde por otros dos grupos de investigadores
(Roger, Reich, Strom y Carpenter., 1976; Wayner, Flannery y Singer., 1978) quienes
encontraron efectos semejantes (Fig I 1b y 1c) a los observados por Ader y Cohen (1975).
El fenémeno de CIS se convirtié entonces en una importante Ifnea de investigacion que
como Ader y Cohen, muchos otros inwvestigadores siguieron. De esta manera se

. encontraron evidencias de que éste mismo paradigma sirve para obtener efectos
supresores de la actividad de células NK (O'Reilly y Exon, 1986), disminucién de la
respuesta inflamatoria de hipersensibilidad tardfa (Bovbjerg, Cohen y Ader, 1987) y
disminucién de la proliferacién de linfocitos ante la estimulacién con un mitégeno
(Neveu, Dantzer y Le Moal., 1986).

A pesar de la gran cantidad de trabajos en los que el fenémeno de CIS se replicaba,
algunos investigadores dudaban del caracter de condicionamiento de dicho fenémeno.
Kelley y Dantzer (1986) afirmaban que “el conflicto que experimentaban los animales
entre beber una solucién aversiva o no beber en lo absoluto, les producirfa un estado
estrésante, lo que incrementarfa los niveles de corticoesteroides y producirfa asf una
depresién inmune mediada por estrés”. El argumento del conflicto entre beber y no
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beber habfa sido resuelto por Ader y Cohen, quienes utilizando un modelo de
exposicion en el que se les daba a escoger entre agua y sacarina (esta ltima ya habfa sido
apareada con la ciclofosfamida). Después de los 15 min de consumo se les forzaba a beber
5 ml de la solucién de sacarina con un tubo conectado a una jeringa (Ader, Cohen y
Bovbjerg, 1982), observindose el mismo fenémeno de inmunosupresién condicionada,
el cual fu# observado también por otros grupos (Rabin, Hunt y Lee, 1983). Ademds, se
tenfa ya evidencia de que el apareamiento de sacarina con LiCl no producfa ningin
efecto condicionado sobre la respuesta inmune, atin cuando se observaba un incremento
de los corticoesteroides en plasma como respuesta incondicionada después de la
inyeccién de LiCl, pero este incremento era producido también en animales a los que
s6lo se les privaba de agua y en animales condicionados a los que se les presentaba un
estimulo novedoso no condicionado (Ader, 1976), lo que implicaba que el incremento de
corticoesteroides no era suficiente para explicar una inmunosupresién condicionada.
Roudebush y Bryant (1991) demostraron que el efecto inmunosupresor del estfmulo
gustativo estaba disociado del incremento de corticoesteroides. Ader y Cohen (1985) por
su lado, habfan p do ya muchos trabajos en los que se demostraba que no existfa
una correlacién entre el grado de aversién al sabor y la atenuacién de la respuesta
inmune, lo cual soportaba la idea de que se trataba de un condicionamiento por sf
mismo y no uno mediado por estrés.

Mucha de la evidencia que surgi6 de las investigaciones con el paradigma de Ader
y Cohen, apoyaba la idea de que este era un condicionamiento per se, sin embargo, la
asoclacién entre CAS y CIS parecfa ser la regla, lo que permitfa seguir pensando en el CIS
como un posible artefacto metodolégico, o como un condicionamiento de segundo
orden asociado al CAS. Inclusive los primeros estudios en donde se observé un

condicionamiento inmunoactivador, es decir un procedimiento de aprendizaje en el

Aj '

que se cc i un ir de la respuesta i ante la pr ion del
estimulo condicionado, se hacfa uso del CAS (Jenkins, Chadwick y Nevin, 1983}, lo cual
sin embargo, también era evidencia de la no mediacién por estrés, ya que sf asf fuera, no
se hubiera presentado la inmunoactivacién. Sin embargo, no fué sino hasta que se
utilizé6 un modelo de CIS en el que el estfmulo incondicionado era gistricamente

inocuo, como una preparacién de suero antilinfocitos (Kusnekov, Sivyer, King,
Husband, Cripps, y Clancy., 1983; King, Husband, y Kusnekov., 1987), en donde se
observa el CIS sin el CAS. En 1991 Gauei, Bull, Schedlowski, Husband y King,
observaron que no sélo se puede obtener CIS con suero antilinfocitos, sino que el uso
del LiCl junto con el suero como estimulo incondicionado, no incrementa el efecto
inmunosupresor condicionado, lo cual indicaba que el efecto gistrico no participaba en
lai »supresion condicionada. Otros investigadores han observado que se puede
obtener el CIS sin el CAS inclusive con drogas inmunosupresoras (Klosterhalfen y
40




Klosterhalfen, 1990), utilizando dosis bajas de dichas drogas para no producir la
aversion, y efectuando algunas repeticiones del apareamiento para fortalecer el
condicionamiento. Estos resultados dejan a un lado la idea de que el CIS sea un caso de
condicionamiento secundario al CAS y hacen mds evidente la idea de que el
condicionamiento de la respuesta inmune es un caso de aprendizaje por si mismo.

La at i6n de la resp inmune como efecto del CIS se ha observado tanto
en ratas como en rat con dife désis de ciclofosfamida (Ader y Cohen, 1981) u
otros inmunosupresores y con diferentes estfmulos gustativos (Ader y Cohen, 1981;
Klosterhalfen y Klosterhalfen, 1987). También se ha obtenido el mismo efecto al variar
otras condiciones experimentales como el intervalo entre la inmunizacién y la
reexposicién a la sacarina, o el intervalo entre el apareamiento de los estimulos y la
reexposicion al EC. Por ejemplo, se ha observado que la reexposicién al estfmulo
condicionado antes de la inmunizacién, también puede decrementar la produccién de
anticuerpos en ratas (Ader, y cols., 1982) y lo mismo se ha observado en ratones
(Schulze, Benson, Paule, y Robertss., 1988), lo cual sugiere que no es necesario que el
sistema inmune,esté activado por un reto antigénico para que ocutra la respuesta
condicionada, Se ha demostrado ademds que el CIS obtenido con ciclofosfamida afecta la
produccién de anticuerpos de la clase IgM y no la de IgG o IgA (Kusnekov, Husband, y
King, 1988)

La utilidad clinica del condicionamiento de la respuesta inmune se ha
demostrado en experimentos en los que el CIS decrementa la tasa de mortandad en
animales con enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso (Ader y Cohen,
1982) y asf mismo, se ha visto que el CIS disminuye la probabilidad de rechazo a
transplantes (Grochowicz, Schedlowski, Husband, King, Hibberd y Bowen., 1991). Como
se mencioné anteriormente, la respuesta inmune también puede ser modulada en el
sentido opuesto al CIS, es decir, también se puede ob un condicionamiento en
donde el efecto del estimulo condxcnonado sea ¢l de incrementar Ia respuesta inmune, a
lo cual se le ha d inado condi i > activador. Esto se ha logrado
con el apareamiento de un esrfmulo gustativo con un antigeno o con alguna molécula
inmuno activadora. Jenkins, Chadwick y Nevin (1983) utilizaron un paradfgma de CAS
en el que incluyeron la inyeccién de un antfgeno {eritrocitos de carnero) junto con el
LiCl, encontrando un pequefio incremento en los tftulos de anticuerpos a eritrocitos de
carnero. Husband (1993) utiliz6 la inyeccién de un antfgeno (ovalbumina) apareada con
un estimulo gustativo, encontrando un incremento de la respuesta inmune contra este
antigeno después de la posicién al estimulo condicionado. También se ha obtenido
un condicionamiento inmuno activador de las células NK en humanos con el
apareamiento de un sabor e inyecciones intravenosas de epinefrina (Buske-Kirschbaum,
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Kirschbaum, Stierle, Lehnert, y Hellhammer., 1992), lo cual también se ha visto en ratas,
utilizando estfmulos olfativos y observando que el incremento de la actividad de las
células NK reduce la proliferacién de tumores cancerfgenos experimentales (Spector,
1993, comunicacién personal).

Desde esta perspectiva, se ha propuesto desde hace algtin tiempo que los
problemas alérgicos pueden tener sus orfgenes en procesos de condicionamiento
inmune. Se sabe que gran parte de las reacciones alérgicas son evocadas por estimulos
inmunolégicamente neutros (Khan, 1977), lo cual implica que dichos estfmulos
debieron haber sido apareados previamente con un antigeno o alguna molécula que
produjera un cambio inmunolégico, para adquirir la capacidad de causar un tal efecto.

Es importante hacer notar que el fenémeno descrito por Ader y Cohen surgi6 de
un paradigma de CAS, el cual como se menciono anteriormente, su expresion es fuerte
y de larga duracién, al igual que el CIS, y a diferencia de los experimentos realizados por
los investigadores rusos, en los cuales se obtiene una respuesta condicionada débil y
transitoria, producto de un gran ni > de apar ientos, el CIS se obtiene en un sélo
ensayo. Esto probabl te se pueda explicar con el esq de los reflejos defensivos
de Garcfa, lo cual no implica la imposibilidad de desarrollar condicionamientos con
estimulos poco afines, pero si, que existen reflejos condicionados mis naturales, o mejor
dicho que forman parte de los procesos evolutivos de los organismos, mientras que
algunos reflejos condicionados son dificiles de ob , debido a que el organi no
cuenta con sistemas neurales predeterminados para ellos y se tienen que implementar
casi a la fuerza, lo que significa que el sistema neural activado tiene que sufrir cambios
pldsticos complejos que no son faciles de elaborar por parte del sistema nervioso y por lo
cual se obtienen con mayor dificultad y menor fuerza. Sin embargo, existen sistemas
neurales que facilitan la adquisicién del aprendizaje, por ejemplo, como el sistema
neural que subyace al CAS y que prot este mediando el CIS. En este
sentido debemos darle especial atencifn al sistema de defensa visceral descrito por
Garcia, ya que tanto el CAS como el CIS involucran el apareamiento de un estimulo
gt;stativo u olfativo, con informacién proveniente del medio interno, lo cual los podria
clasificar como casos de condicionamientos interoceptivos. Este argumento explicarfa
porque en los experl tos de la la Rusa, atin cuando pudieron demostrar ef
condicionamiento de la respuesta inmune y una gran cantidad de ejemplos de
condicionamiento visceral, éstos se obtenfan s6lo después de una gran cantidad de
apareamientos y eran féciles de extinguir. Es decir, debido probablemente, a que las rutas
neurales que se tenfan que formar, por asi decirlo, no estaban predeterminadas y los
cambios plésticos tenian que ser muy amplios. En el caso del condicionamiento inmune
seguramente el sistema nervioso estd programado para integrar ese tipo de estimulos, ya
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que evolutivamente hablando es de gran importancia que el organismo aprenda en un
solo ensayo cuando un alimento contiene a algtin antfgeno, ya que al paladear por
segunda vez el alimento, este se preparard inmunolégicamente para recibir al posible
agente patgeno.

Cabe hacer notar que en el caso de Pavlov, se observa el primer intento de explicar
los mecanismos neurales que subyacen al aprendizaje, por lo cual se han mencionado
brevemente algunas de sus especulaciones al respecto, intentando asf ejemplificar el
interes de parte de la fisiologia por describir la manera en que la actividad dinamica de el
sistema nervioso y sus cambios plasticos, generan la posibilidad del desarrollo de
diversos tipos de aprendizaje.

El fen6meno de condici i de la respuesta i que més se ha
caracterizado es el del CIS a través del apareamiento de sacarina con ciclofosfamida,
midiendo el efecto con la titulacién de anticuepos en animales inmunizados con
eritrocitos de carnero. No obstante que el CIS ha sido suficientemente estudiado, se
conocen de manera muy vaga los mecanismos celulares implicados, como los datos que
indican que los linfocitos T son mds afectados por el CIS que los linfocitos B (Ader y
Cohen., 1993), y en otros se habla de la participacién de receptores adrenérgicos en
linfocitos como diad dei CIS (L k y Lysle., 1992). M4s atn, los mecanismos
nerviosos que subyacen al CIS ain no se han descrito y tampoco se tiene ninguna
evidencia que sugiera la participacién de alguna de la vfas de comunicacién entre el
sistema nervioso y el sistema inmune antes descritas. Sin embargo el hecho de que el
CIS se haya obtenido f4cil con el apar iento de un estimulo gustativo con un
inmunomodulador, hace pensar que el CIS es un caso de aprendizaje que cae en la
categorfa de condicionamiento visceral, de acuerdo al esquema de Garcfa. Por esto, es
posible que algunas de las unidades neurales del sistema de defensa visceral implicadas
en los mecanismos de regulacién del CAS, estén también implicadas en el CIS. En este
sentido , una de las estructuras neurales més estudiadas con respecto a su participacién
en el CAS, es la corteza insular, la cual presenta relaciones anatomicas y funcionales que
apoyan la idea de su participacién en el CIS.
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Vi

La Corteza Insular y su Posible Relacién con
laInmi i6n Condicionada

1 ¢

Miés de una década después del descubrimiento del CAS se di6 una explosion de
investigaciones con este paradigma (Barker, Best y Domjan, 1977; Domjan, 1980); por
ejemplo, se estudiaron los mecanismos cerebrales de los procesos de aprendizaje
gustativo. Probablemente debido al aparente papel que jugaba el sistema limbico en las
conductas de evitacién, olfativas y en la reactividad visceral (MacLean, 1972), la
buisqueda de los mecanismos cerebrales involucrados en el CAS empez6 con estructuras
de este sistema. Los primeros trabajos exploraron los efectos de lesiones septales
(McGowan, Garcfa, Ervin y Schwartz, 1969), lesiones del hipocampo (Miller, Elkins y
Peacock, 1971), lesiones hipotaldmicas (Gold y Proulx, 1972) y lesiones de la amigdala
(Nachman y Ashe, 1974) sobre el CAS, sin encontrar datos contundentes acerca de la
participacién de estas estructuras en esta clase de aprendizaje. En 1972 se report6 que una
regién cortical conocida en ese entonces como corteza gustativa estaba involucrada en el
CAS (Braun, Slick y Lorden, 1972), en vista de que las lesiones de esta regién producfan
considerables deficits en el aprendizaje de evitaci6n al sabor,

La corteza insular (CI) como se conoce actualmente a lo que se tlegé a llamar
corteza gustativa es una regién que en la rata ocupa aproximadamente 1 x 3 mm de 4rea,
se encuentra localizada en la confluencia de la arteria cerebral media y el surco rinal en
la rata, lo que representa las dreas 13 y 14 de Krieg. Se consider6 a esta corteza como la
corteza gustativa primaria, bassndose en sus relaciones anatémicas con los nicl
ventrobasales del t&lamo (Frommer, 1961), lo cual coincidia con el criterio anatémico de
una corteza sensorial. M4s adelante se confirmé6 la idea con evidencias
electrofisiologicas, en las que la estimulacién de la lengua con estimulos gustativos
producfa efectos sobre esta corteza (Yamamoto y Kawamura, 1972), por lo cual
comenzaron a estudiarse sus relaciones anatémico funcionales con las aferencias
gustativas.

Se sabfa ya que las fibras gustativas periféricas de los pares craneales VII
(intermedio facial), IX (glosofaringeo) y el X (vago) se proyectan directamente al nucleo
del tracto solitario (NTS), y las proyecciones gustativas secundarias forman parte de las
vias lemnisco trigémino taldmicas (Ruch, Patton, Woodbury y Towe., 1966), las cuales
hacen sinapsis dentro del complejo ventrobasal taldmico (Braun, Lasiter y Kiefer, 1982).
Los nicleos postero ventromediales (VPM) del talamo reciben aferencias gustativas



(Patton, 1950) y las lesiones de esta regién producen un incremento en el consumo de
quinina (Patton, Ruch y Walker., 1944), la cual es naturalmente aversiva para la rata. Se
ha demostrado también que las fibras gustativas secundarias que salen del NTS hacen
sinapsis dentro del nicleo parabraquial del puente (Norgren y Leonard, 1973) y estas
células proyectan sus fibras a los niicleos VPM del tdlamo. Con estudios de transporte
axonal se ha observado también que las neuronas del NTS tienen axones que proyectan
ademds a los niicleos parabraquial del puente, a los nticleos centrales de la amfgdala, a
los niicleos subtaldmicos, a la substancia innominata, al hipotslamo anterior y a los
niicleos basales de la estria terminalis (Norgren, 1978; Ricardo y Koh, 1978). Cabe seialar
que en su momento se ha demostrado la participacién de los nicleos parabraquial del
puente y el NTS en la percepcién de los sabores, por medio del uso de técnicas de
lesiones. Los estudios de Benjamin y Akert (1959) rep On en su I una
sintesis anatomica, electrofisioldgica y conductual de los datos en los cuales se localizaba
una corteza gustativa dentro del campo somético facial y otra en la fnsula de la rata. Se
demostré posteriormente que existen proyecciones funcionales de los niicleos VPM del
talamo hacia estas regiones corticales (Wolf, 1968), lo cual parecfa hacer mis evidente la
participacién de estas cortezas en la percepcién gustativa.

Sin embargo, durante mucho tiempo sélo se le otorgb importancia a la corteza
somatosensorial en el reconocimiento de los estimulos gustativos, ain cuando la
estimulacién de la lengua por medio de otras formas de estimulacién diferentes, como
la estimulacién térmica y la mecénica, producfan efectos semejantes a la estimulacién
propiamente gustativa. Se observé también que las neuronas que respondfan
principalmente a estimulacién gustativa estaban localizadas en la parte més ventral y
posterior de la corteza gustativa definida por Benjamin y Pfaffman (1955), la cual se
refiere a la corteza somatosensorial en su representacion facial. A pesar de esto existfan
datos que implicaban a la CI como una corteza gustativa adicional. En 1959 Benjamin y
Akert propusieron a la CI como una regién cortical de gran importancia para la
sensibilidad gustativa, debido a que la estimulacién tanto eléctrica como quimica de la
lengua producfa potenciales evocados en la CI y con registros unicelulares se observaban
cambios en la actividad eléctrica de sus células.

En 1975 Braun y Kiefer, interesados en determinar s{ la CI realmente estaba
involucrada en la percepcitn de los sabores, realizaron lesiones de la C1 y midieron el

consumo de dif [ raciones de quinina, salina y sacarosa, encontrando que
las ratas con ablasiones de esta corteza, fan diferentes cantidades de las diversas
concentraciones de las soluci antes ionadas, al igual que los animales intactos,

observéndo sélo un pequeilo incremento del consumo en la parte media del gradiente
de concentracién, lo cual indicaba que la CI no estaba involucrada directamente en la
[}



diseriminacién de los sabores y sugerfa que las ratas con lesién en CI eran més sensibles
a los pequefios cambios en la concentracién del sabor. En muchas otras investigaciones,
se demostré que las ratas con lesi6n en CI no cambiaban su preferencia a los sabores
dulces, ni su natural aversién a sabores como la quinina (Kiefer, 1985; Braun y col.,
1982), lo cual al ser comparado con los animales intactos se observaba de manera similar,
Esto junto con datos en donde se observa que la capacidad de responder
diferencialmente a concentraciones variables de diversos sabores, se afecta con lesiones
de la corteza insular, apoya la idea de que la CI no es importante para la percepcién y
discriminacién de los sabores (Fig I 2).
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Fig 1 2. Se muestra la media (2EEM) del consumo (efe y) de soluclones a diferentes concentraciones (eje x) de
sacarosa, cloruro de sodio, quinina y dcido clorhfdrico en ratas con lesibn en corleza insular y en animales
intactos. La lines punteada en el 100% de el efe de las ordenndas representa el consumo basal de agua.

Yamamoto, Matsuo y Kawamura (1980) observaron como las lesiones de CI
causaban severos déficits en el aprendizaje y la retencién del CAS, mientras que las
lesiones en otras regiones corticales que recibfan informacién gustativa no afectaban la
retenci6n de dicho paradigma. Afios atras, una gran cantidad de evidencia habfa
demostrado que la C1 estaba involucrada en el CAS (Braun y cols,, 1972; Divac, Gade y
Wikmark, 1975). Estos datos sugirieron que la CI estaba involucrada en los procesos
cognoscitivos relacionados a estimulos gustativos mas que en los procesos perceptuales
de dichos estfmulos.



Braun, Lasiter y Kiefer (1982) mencionan que el efecto observado en los animales
con lesién en corteza insular en donde se observa un pequeiio desajuste de la curva de
discriminacién, es una pequefia alteracién de la discriminacién fina de los sabores,
probablemente debido a que se ven afectados los aspectos cognoscitives de la integracién
de estfmulos gustativos.

La CI también se ha caracterizado por su importancia en la integracién de
estfmulos viscerales. Esta region cortical presenta relaciones anatémico funcionales con
el NTS (Van der Kooy, McGinty, Koda, Gerfen, y Bloom., 1982), el cual es un niiclec en
donde converge gran cantidad de informaci6n visceral y por lo cual se estudiado la
representacion de los estfmulos viscerales en la CI, en donde se ha encontrado que
efectivamente, la CI esté involucrada en la representacién cortical de dichos estfmulos.
Inclusive, algunos autores se han referido a la CI como corteza visceral (Kiefer, 1985;
Lasiter, Glanzman y Mensah., 1982), ya que recibe la entrada de informacién
proveniente de las visceras, por medio del NTS y es importante para la integraci6n de
este tipo de estfmulos (Bermidez-Rattoni y McGaugh, 1991).

En trabajos recientes, Rosenblum, Meiri y Dudai (1993) observaron que tanto los
estfmulos gustativos, como los estimulos viscerales producen pequerios incrementos en
la sintesis de protelnas en células de CI, mientras que el estfmulo gustativo una vez
apareado con la irritacién géstrica produce por sf solo, un aumento significativamente
mayor de la sintesis protéica. El hecho de que la CI reciba informacién tanto de las
visceras como de las vfas gustativas, hizo de ésta una regi6n importante para la
integracién de los estimulos involucrados en el CAS, por lo cual se ha dejado de
considerar a la CI como una corteza gustativa o visceral, 0 como una regién involucrada
en la percepcion de dichas cualidades sensoriales y se ha comenzado a estudiar su papel
en el aprendizaje.

Se ha observado que las lesiones de CI tienen efectos sobre otros tipos de
aprendizajes como la prevencién pasiva y el laberinto de agua de Morris. La prevencién
pasiva es un paradigma de evitacién que consiste en colocar a una rata en una caja de
dos compartimientos, en donde uno es claro y el otro obscuro. Las ratas son colocadas en
el lado claro de la caja y naturalmente tienden a refugiarse en el lado obscuro. Cuando la
rata pasa al compartimiento obscuro, se le da un choque eléctrico en las patas, de tal
forma que el aprendizaje consisitird en no pasar al lado obscuro, o bién disminuir
c blemente el tiempo de estancia en dicho compartimiento. Utilizando lesiones
quimicas de Ia Cl, con las cuales se destruyen preferenclalemente somas y se dejan
intactas las fibras de paso, se produce un severo déhm! en el aprendizaje de la
prevencién pasiva, evidenciado por un d > significativo en la latencia de
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entrada al compartimiento obscuro y un inc to en la estancia dentro de éste
(Dunn y Everitt, 1988; Bermtidez-Rattoni y McGaugh, 1991). Con lesiones reversibles de
la CI, utilizando tetrodotoxina, la cual bloquea los canales de sodio, se ha observado
como la ejecucién en el laberinto de agua de Morris también se ve afectada (Bermuidez-
Rattoni, Introini-Collison y McGaugh, 1991). Este paradigma consiste en colocar al
animal en una tina de agua, en donde tiene que encontrar refugio sobre una plataforma,
la cual es retirada después de que el animal ha sido entrenado para ver si recuerda el
lugar en donde estaba situada y medir el niimero de veces que cruza sobre la regién que
ocupaba la plataforma. De esta manera se demostré que la CI estaba involucrada en un
aprendizaje de tipo espacial, como lo es el del laberinto de agua, y en un
condicic iento de evitacién de lugar, los cuales al igual que el CAS, tienen en comiin
que son aprendizajes motivados aversiv te; es decir implican la elaboracién de un
valor hedénico negativo de los estfmulos condicionados y probablemente ocurren por
medio de las relaciones de la CI con estructuras del sistema limbico.

Estos datos apoyan la idea de que la CI esta involucrada en cuestiones de
aprendizaje, es decir en los aspectos cognoscitivos de la integracién de diversos
estfmulos, en especial de estfmulos gustativos y viscerales, los cuales se requieren para
la elaboracién de un CAS. Ademds, en virtud de que el CIS requiere de la integraci6n de
estimulos gustativos con informacién proveniente del sistema inmune, es posible
pensar que la CI integre también este tipo de estfmulos. En este sentido, algunas
evidencias indican que el sistema Inmune, al ocurrir la liberacion de factores (como las
interleucinas), puede informar al sistema nervioso acerca de los cambios que este sufre,
ya sea por medio de receptores en el sistema nervioso auténomo (Saito y cols., 1991) o a
través de receptores en regiones del sistema Ifmbico (Cunningham y De Souza., 1993)
como el hipocampo o la amfgdala, con los cuales la CI tiene relaciones anatémicas y
funcionales (Kiefer, 1985).

De esta las relaci anatémicas de la CI la hacen un buen candidato
para la integracién de los estimulos relacionados al CIS, y probablemente sea una
estructura neural en donde se lleven a cabo algunos de los mecanismos involucrados en
la regulacién de la respuesta inmune por medio de procedimientos de aprendizaje, ya
que presenta conexiones con el hipocampo, y la amf{gdala, (Kiefer, 1985) las cuales
presentan receptores para citocinas (Cunningham y De Souza., 1993} y bien pueden ser
las estructuras neurales responsables de informar a la CI de lo que ocurre en e sistema
inmune. M4s adn, existen otras estructuras importantes en la modulacién
neuroinmune, con las cuales la corteza insular se comunica, como el hipotdlamo (vfa la
amigdala) y el sistema nervioso auténomo, a través de conexiones bidireccionales con
el NTS (Lasiter, y cols., 1982) y los nicleos parabraquial del puente. De hecho parece ser
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que la CI es la tnica estructura cortical que se conoce tiene relaciones directas con el NTS
(Van der Kooy y cols., 1982). En suma, las dos vias que se han involucrado en la
interaccién entre el sistema nervioso central y el sistema inmune, son la via
hipotalimica y la que representa el sistema nervioso auténomo, y ambas estan
relacionadas a Ia CI, lo que hace de esta, una estructura importante como candidato para
modular los mecanismos neurales que subyacen al CIS,
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Planteamiento del Problema,
Definicién de Variables e Hip6tesis

De Ia revisi6n de la literatura se puede concluir lo siguiente: Existe evidencia de la
relacion entre la corteza insular y el condicionamiento aversivo a los sabores; de las
relaciones anatomico-funcicnales entre esta regidn cortical y estructuras involucradas
en la neurocinmunomodulacién, También hay evidencia de una posible relacién entre
el CAS y el CIS (ambos pueden ser concebidos como casos de condicionamiento
interosceptivo). En este contexto, el propésito general del presente estudio es determinar
los sustratos neurales del condicionamiento de la respuesta inmune. Especificamente, el
objetivo ser4 evaluar los efectos que lesiones de la CI tienen en la adquisicién de una
tarea de CIS, como la descrita originalmente por Ader y Cohen (1975), quienes aparean
sacarina y ciclofosfamida, debido a que este modelo de condici iento de la respuesta
inmune es el mis estudiado y del que més informacién se tiene. En el
condicionamiento de la respuesta inmune, como se menciona en el capitulo V, el
apareamiento contingente de sacarina y ciclofosfamida provoca que el estfmulo
gustativo por si solo induzca una inmunosupresién condicionada. La manera de medir
esta inmunosupresién, en general, es mediante la titulacién de los anticuerpos
presentes en el suero de los animales, y una de las técnicas més sencillas y mejor
establecidas es la de hemaglutinacién.

La variable dependiente es la respuesta inmune de animales entrenados en el CIS,
la cual podrs ser determinada mediante los titulos de anticuerpos de una respuesta
inmune primaria medidos mediante hemaglutinacién directa, utilizando el suero de los
animales como fuente de anticuerpos, y los eritrocitos de carnero como ant(geno. En
donde se espera que los animales que muestren el efecto condicionado sobre la respuesta
inmune producto del CIS, tendran tftulos bajos de anticuerpos para eritrocitos de
carnero y aquellos que no presenten inmunosupresién condicionada deberan tener
titulos de anticuerpos normales, es decir, acordes a una respuesta inmune primaria,

Adicionalmente se evaluard la expresién del CAS por medio del consumo de
sacarina, que comparado con el consumo basal de agua dard un indicador de aversién o
preferencia.

La variable independiente es la lesién de la CI, la cual se realizara con infusiones
bilaterales de N-metil-D-aspartaro (NMDA) en la CI, con lo se obtienen lesiones en
donde se afectan preferencialmente somas neurales, dejando las fibras de paso intactas.
Esta técnica de lesién, permite ademis obtener lesiones més precisas y delimitadas por la
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cantidad de solucién infundida, permitiendo resolver preguntas acerca de la
participacién de las células susceptibles a esta toxina, en el fené a diar, dejand
a un lado la discusitn acerca de la participacion de las fibras de paso.

Cabe sefialar que se utilizard el disefio de comparacion entre grupos, debido a que
este tipo de estrategia de evaluacién es la misma que se utiliza para evidenciar el efecto
del CIS (Ader y Cohen, 1975, 1982) y para resolver preguntas acerca de los efectos de
lesiones en Ja adquisicién de tareas de aprendizaje (Bermudez y McGaugh, 1991).

Hipétesis:

Los mecanismos neurales necesarios para la adquisicién de el CIS se llevan a cabo
en las células de la CI. Por ello, se requiere de Ia integridad de la CI para que el CIS pueda
ser adquirido por el animal, lo que implica que las lesiones qufmicas de la corteza
insular han de impedir la adquisicién del CIS, observandose que los animales con
lesiones de la CI y los cuales hayan sido entrenados en el CIS por medio del

N fova sl

apareamlemo de sacarina y ciclofosfamida y en su ] p s al
< ionado, p ran titulos de i pos significativ mayores que los
animales condicionados con lesiones control y que en animales condicionados intactos,

lo cual reflejar4 la ausencia del efecto condicionado producto del CIS.
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Método
Sujetos:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 6 semanas de edad, situadas en un
ciclo invertido de luz obscuridad de 12:12 horas dentro de un cuarto aséptico, separadas y
marcadas en cajas individuales, Todos los experimentos se efectuaron durante la fase
obscura del ciclo. Antes de el experi > todos los animales fueron
desparasitados con una solucién de Averdan® al 0.5% (150 ml por animal), para tener
un cierto grado de homogeneidad de la respuesta inmune al disminuir las
modificaciones en la inmunidad debido a parasitos. A todo lo largo del experimento los
animales se mantuvieron con comida y agua ad libitum excepto durante los
procedimi para establ la linea base de consumo de agua. La razén por la cual se
mantiene a los animales en un ciclo de luz obscuridad invertido es que de esta forma se
puede trabajar con las ratas en su fase de mayor actividad; ademds se establecen de
manera mas precisa las fluctuaciones homeostaticas de los diferentes ciclos circdicos, de
los cuales, algunos como el ciclo de ién de corti teroid fi los niveles de
la respuesta inmune.

Lesiones:

Las lesiones se realizaron mediante técnicas esterotdxicas en dos estructuras de la
corteza cerebral, utilizando las siguientes coordenadas: corteza insular, AP +1.2, L1455y
DV -5.5; corteza parietal, AP +1.2, L 4 y DV -1.5. Para producir la lesién se utilizé
NMDA, ya que se ha reportado que lesiones excitotéxicas con NMDA en la CI interfieren
con la adquisicién del CAS (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991). El NMDA {(Sigma Co.,
St Louis, MO; 10 pg/ul en una solucién amortiguadora de fosfatos, pH 7.4, 0.1M) se
coloca en una micro aguja (Becton Dickinson Co., Cuautitldn Izcalli, E de M) conectada a
un pequefio tubo de polietileno (PE-10, Becton Dickinson Co., Parsippany, NJ) con una
microjeringa Hamilton (Hamilton Co., Reno, NV) colocada en una bomba de infusién
(SAGE Co.). Cada animal recibi6 inyecciones bilaterales de 0.6pl de la solucién con
NMDA, la cual fue inyectada durante un lapso de 2 minutos, con la ayuda de la bomba
de flujo constante. Después de la inyeccién, la aguja se dejé durante 3 minutos més para
permitir la difusién del fluido.



Condicionamiento:

Antes del entrenamiento en el CIS, todos los animales fueron privados de agua
durante 24hrs, y se les tomé la linea base de su consumo de agua durante 4 dfas (10 min
de consumo 2 veces al dfa 9am-9pm). El quinto dfa se les presentd la sacarina a las
9:00am en una probeta graduada para medir su consumo, permitiéndoles beber durante
10 min, inmediatamente después se les inyect6 50mg/Kg de ciclofosfamida (Sigma Co.,
St Louis, MO) intraperitonealmente, dejindoles nuevamente el agua ad libitum 5 hss
después del apareamiento de los estfmulos. Se dej6 el agua ad libitum durante 15 dfas,
durante los cuales se dej6 pasar el efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida. Después
de estos 15 dfas de-espera, se privé nuevamente a los animales para comenzar una
segunda linea base de consumo de agua, la cual duré también 4 dfas. Al final de ésta, es
decir al 59 dfa, se reexpuso a los animales a la sacarina durante 10 min, midiéndoles el
consumo de ésta para compararlo en términos de porcentaje con la media del consumo
de agua de los &ltimos dos dfas. Asf se cbtuvo un indicador de la aversién o preferencia
al sabor, en donde la aversién estaré dada por valores cercanos a 0 y siempre menores al
50% con respecto a la media del consumo basal de agua, mientras que la preferencia se
representa por valores superiores al 100% de dicha media.

Inmunizacién y Titulacién de Anticuerpos:

Al quinto dfa de la segunda Ifnea base y 30 minutos antes de la reexposicién a la
sacarina se inmunizé a todos los animales con eritrocitos de carnero (2ml/Kg de
eritrocitos al 1% en solucién salina fosfato .15M 7.4 pH). Se tomaron muestras de sangre
obtenidas por medio de una incisién en la cola de la rata (Akana, Scribner, Bradbury,
Strack, Walker y Dallman., 1992), a los 4 (muestra A), 8 (mB) y 12 {mC) dfas después de ia
inmunizacién, de aproximadamente 1.5 ml de sangre, cada una de estas muestras se
dej6 durante 4 hrs a 36 C° para permitir la formacién de un coagulo que facilitara la
separacién del suero. Después de esto, las muestras de sangre se centrifugaron a 3500
rpm para separar el suero con una pipeta calibrada en 100ul, obteniendo un volumen
final de suero de aproximadamente 600ul por muestra.

Para hacer la determinaci6n de los Htulos de anticuerpos en el suero, se utiliz6 la
técrdca de hemaglutinacién directa, debido a que es una técnica facil de impl tar,
regularmente usada en otros experimentos de condicionamiento inmunosupresor, y
que estd muy bién establecida para determinar anticuerpos en suero (Gatermann, Meyer
y Wanner, 1992). Se hicieron las adecuaciones correspondientes para el presente
experimento, en donde se utilizaron los eritrocitos de carnero como antfgeno y al suero
de la rata como la fuente de anticuerpos. Inicialmente los sueros son calentados a 56°

33




durante 15 min para eliminar el complemento y evitar asf la lisis de los eritrocitos, Se
utilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos, en estos pozos se colocan 50il de
solucién salina fosfato con gelatina al 0.1% (SSFcG), para as{ colocar 50ul del suero y
hacer las diluciones para la determinacién, de manera tal que el primer pozo estard a
una dilucién 1:2 y el diltimo de 1:256. Si el titulo de la muestra no se determina con estas
diluciones, se procede a realizar diluciones empezando con 1:10. Una vez efectuadas las
diluciones se colocan 25ul de eritrocitos de carnero al 1% en SSFcG, dejandose agitar
durante 30 min , al final de los cuales se refrigera para tomar las lecturas al dfa siguiente.
Cuando se observa la aglutinacién de los eritrocitos, se le denomina como positivo, y se
cuantifica con respecto a la dilucién en donde se encuentre el dltimo tftulo positivo,
siendo este el tftulo final de la muestra. Cabe sefialar que todas las muestras se hacen por
duplicado, y cuando se observan discrepancias entre una misma muestra se procede a
repetir la prueba para dicha muestra.

Histologfa:

Con el fin de observar el lugar en donde se realiz6 la lesién se efectuaron las
técnicas histol6gicas de Nissl y la de Colinesterasa modificadas de Paxinos y Watson
(1982) en cortes coronales de 40um del cerebro fijado con paraformaldehido al 4% en una
soluci6n amortiguadora de fosfatos (pH 7.4). Una vez montados y tefiidos se observan al
microscopio Gptico y se eliminan aquellos animales en los que la lesion no se localizo en
1a regibn deseada.

Es importante seflalar que se realizaron 3 experimentos; el primero sirvié para
ver el efecto de las lesiones de corteza insular en la adquisicién del CIS, el segundo se
realiz6 para evaluar el efecto de las lesiones de corteza insular en la respuesta inmune
normal y el dltimo se efectué con el fin de observar si las lesiones de corteza insular
afectaban la inmunosupresién causada por la ciclofosfamida.
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EXPERIMENTO 1

Procedimiento:

Para evaluar el efecto que las lesiones de CI tienen en el CIS se utilizaron cinco
grupos, un grupo control intacto (CS n=8), uno lesionado en CI (CS-LxCI n=10), otro con
lesién en corteza parietal (CS-LxCP n=10), el cual se introdujo para observar la
especificidad del efecto de la lesién con NMDA en la CI, como un control cortical,
adem&s de que esta regi6n cortical esta involucrada en otros tipos de aprendizaje. Se
utilizé ademds un grupo con lesién fantasma en la CI (CS-5hCI), al cual solo se le
inyectd la solucién amortiguadora de fosfatos (0,1M, pH 7.4) en lugar de la solucién con
NMDA. Finalmente se presenta también un control del condicionamiento que es
utilizado fr en los experi tos de CIS (Ader y Cohen, 1982; O'Reilly y
Exon, 1986), el cual es un control intacto al que se le da el apareamiento de SAC y
ciclofosfamida sin reexponerlo a la SAC (CSo), con el cual se puede aislar el efecto
condicionado y hacer evidente que la inm p condicionada es causada
exclusivamente, como efecto de la reexposicién a la sacarina y no como efecto a largo
plazo de la ciclofosfamida. En el dfa 0 (Ver Tabla I para aclarar los tiempos del protocolo
experimental) se tomaron muestras de sangre de todos los animales, aproximadamente
15 ml por animal, las cuales servirfan como linea base de los anticuerpos para
eritrocitos de carnero, esperando titulos cercanos a 0, debido a que los animales no
habfan sido expuestos antes al ant{geno. Tres dfas después los grupos CS-LxCl, CS-LxCP y
CS-ShCI  fueron operados, prov do lesiones quimicas a los primeros dos grupos,
mientras el tercero fué operado en las mismas condiciones que los otros dos, inyectando
el vehfculo en lugar de la solucién con NMDA, con el fin de observar si el efecto de la
lesién era causado exclusivamente por el NMDA. El dfa 12 a las 9:00 am se le quit6 el
agua a todos los tes y al dfa sig se ¢ 6 a tomar el consumo de linea
base. El dfa 16 a todos los grupos se les di6¢ la adquisicién del CIS, es decir el
apareamiento de sacarina y ciclofosfamida, Se esper6 15 dfas para que pasara el efecto
inmunosupresor de la ciclofosfamida, de tal manera que el dfa 31 se volvié a privar a los

les de agua poniéndolos a la SAC el dia 35, excepto al grupo CSo, al cual se le
present6 agua destilada en lugar de sacarina. En éste mismo dfa se inmunizé a todos los
animales a las 8:30 am, es decir 30 min antes de la reexposicién a la SAC. Asf, los dfas 39
(mA), 43 (mB) y 47 (mC) se tomaron las muestras de sangre.




Tabla L. Protocolo experi ! de los tres experil mLB: de linea base; mA= muestra A; mB=
muestra B; mC= muesim C; Lx= lesibn; Sac=sacaring; Cy= cic I: 1n con eritrocitos de
carnero, ¢l signo + rep el ap el - indica que se realizé el procedimiento el mismo

dia. El punto indica la aplicacién del tratamiento.

Expatimentel o 3

mLB Lx
Ccs ®
CSo L ]
CS-1xC1 ® [ ]
CS-LxCP [ ] [ ]
CS-5hCl (] [ ]
Experimento 2
mlB  1Lx Sac+Sal 1-Sa¢  mA mBmC
(<) [] ] L] o o @
_Ixc1 L] [ (]  ® s o °
Experimento 3
Tratamiento mlB Ix [-Cy mA mB
Cirl ] e o o []
1xCl [ ] | K ] [ ] [ ]

Resultados:

Se observé que en la muestra basal de suero, todos los grupos presentaron titulos
bajos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero con medias cercanas a 0, 1o que implica
la ausencia, o la existencia de muy baja cantidad de anticuerpos que cruzan con los
antfgenos del eritrocito de carnero en los animales no i dos, Para el andlisis de
datos de los titulos, se utilizaron pruebas no paramétricas, en virtud de que los titulos
estin expresados en una escala ordinal. Para ver las diferencias entre los grupos se
utiliz6 1a prueba de Kruskall-Wallis y para las comparaciones entre grupos la U-de
Mann-Withney. En la Figura 1a y 1b se muestran los resultados de las
hemaglutinaciones de los dfas 0 (mLB), 39 (mA), 43 (mB) y 47 (mC), en donde se observa
que los grupos CS, CS-LxCP y el CS-5hCl p tan titulos de anticuerpos muy bajos en
todas las muestras, lo que se debe al efecto del CIS. El grupo CS-LxCI mostré
significativamente mayor cantidad de anticuerpos al ser comparado con los grupos C$ ,
CS-LxCP y CS-ShCI en las dos primeras pruebas mA y mB (p<0.01 y P<0.05
respectivamente). Sin embargo, en la dltima muestra las diferencias no fueron
significativas, con una P=0.08. Bl grupo CSo presenté titulos de anticuerpos
significativamente mayores comparado a los grupos CS, CS-LxCP y CS-ShCI durante las
tres muestras (nA P<0.01, mB P<0.05 y mC P<0.05), lo cual demuestra que la
inmunosupresién observada en los otros tres grupos es exclusivamente causada por el




condicionamiento. Cabe por 1iltimo mencionar que en ninguna de las tres muestras se
obtuvieron diferencias entre los grupos CS, CS-LxCP y CS-ShCl, lo cual implica en que
las lesiones de la corteza parietal no tuvieron ningiin efecto en Ia adquisicién del CIS y
que el efecto es causado exclusivamente por las lesiones inducidas por el NMDA en la
CL
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Figura 1, Se musstra ol efecto de las lesiones de CI en la edquisicidn del CIS y CAS. En la Fig 1a se
b: los titulos de anticuerpos para eritrocitos de carnero (eje X) dumante las muestras (efe X) de linea
base y la muestra A (4 dias después de la inmunizacion} . En la figura 1b se presentan los tltulos de
anticuerpos de la muestras B (8 dfas) y C (12 dias). En la Fig Ic se rep los i del de
sacaring con respecto a la linea base en los tres diferentes grupos (el consumo basal de agua de los ditimos dos
dfas representa el 100%). En ambas grdficas los esteriscos implican diferencias significativas (p<.01)
les (CS). El grupo CSo no se presenta en la figura 1c debido a que no fué

do contra los
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reexpuesio a la sacarina.



Para evaluar el CAS se tom6 el porcentaje de consumo de sacarina con respecto al
promedio de los tltimos dos dfas de lfnea base (consumo de sacarina/el consumo
promedio de 2 dfas de lfnea base x 100). De tal manera que los datos cercanos al 100%
impli una prefy i ientras que la aversién estard expresada por valores que
sean cercanos al 50%. Andlisis de varianza de una vfa, mostré que en el porcentaje del
consumo de sacarina de el dfa 35 hubo diferencias significativas entre los grupos
controles y el CS-LxCI (Fs,48= 79.4; p<0.001). En la figura 1c se puede apreciar que los
animales de los grupos CS, C5-ShCI y CS-LxCP presentaron una marcada aversion a la
sacarina, lo que indic6 la presencia de un CAS en estos animales. El anslisis post-hoc de
los datos del consumo mostr6 que el grupo CS-LxCI present6 una significativa
disminuci6n en la aversi6n a la sacarina al ser comparado con los grupos CS, CS-ShCI y
CS-LxCP (p's <0.01).




EXPERIMENTO 2

Procedimiento

Con el propésito de evaluar el efecto que las lesiones de CI tienen en la respuesta
inmunolégica normal, esto es, sin ningidn tipo de condicionamiento, se efectué el
siguiente experimento. Se utilizaron dos grupos de animales: un grupo control intacto
(Ctrl n=8) y otro grupo lesionado en la CI (LxCI n=8). En el dfa 0 del protocolo
experimental (ver Tabla 1) se tomaron muestras de sangre de lfnea base, en el dia 3 los
animales del grupo LxCI recibieron la lesién en la Cl y 9 dfas depués a ambos grupos se
les privé de agua desde las 9:00 am para que al siguiente dfa se tomara la lfnea base del
consumo de agua. El dfa 16 se les presenté sacarina seguida inmediatamente después por
una inyeccién ip de soluci6n salina isot6nica (0.15M, pH 7.4). El dfa 31 se priv6 de agua
nuevamente a los animales para que el dfa 35 fuesen inmunizados (8:30 am) y 30 min
después reexpuestos a la sacarina. Los dfas 39, 43 y 47 (mA, mB y mC respectivamente) se
tomaron las de gre. Cabe sefialar que el protocolo de este experimento (ver
tabla I) es exactamente igual que el del anterior, con la salvedad de que estos animales no
recibieron la inyecci6n de ciclofosfamida y en lugar de ello solo se les inyect6 salina.

Resultados:

En la Figura 2 se puede apreciar que en este experimento se observan tftulos
cercanos a 0 en las muestras de lfnea base para ambos grupos (mLB). Se demuestra
también que Ia lesién de CI no afecta la respuesta inmune primaria de la rata, puesto que
los tftulos, de anticuerpos en los dos grupos fueron muy similares, sin observarse
.diferex{ciés estadfsticamente significativas en ninguna de las tres muestras. Es
importante aclarar que la respuesta inmune de las ratas intactas representa la respuesta
inmune normal en este procedimiento de inmunizacién, con lo cual se tiene un dato de
la respuesta inmune que puede ser comparado con los grupos que fueron expuestos al
condicionamiento, pero que por el ito indica clar que las ratas con
lest en CI responden normal ante un reto antigénico. Los datos referentes al
consumo de sacarina mostraron una clara preferencia por el sabor en la reexposicién del
dfa 35 para ambos grupos (Ctrl x= 121 15 ; LxCI x=11746), lo cual pone de manifiesto otra
vez, que las lesiones de CI no afectan la discriminacién de los sabores ya que las ratas con
lesién qufmica de esta regién presentan preferencia al sabor al igual que los controles
intactos.
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Figura 2 . Resullados del segundo experimento. En la fig 2a y 2b se muestra el efecto de
la lesion de CI en la respuesta inmune normal de la rata. Titulos de anticuerpos (efe Y)
para eritrocitos de carntero durante las muestras (ef X) de LB, muestra A (Fig 2a), B y C
(Fig 2b). En la fig 2c se presenta el consumo de sacaring del dia 35, segunda exposicién al
estimule gustativo.
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EXPERIMENTO 3

Procedimiento:

Este experimento se realiz6 para determinar los efectos que las lesiones de la CI

d s Tafacf:

tienen sobre la inmunosupresién por la ida, para ello utilizamos un
geupo control (Ctrl n=8) y un lesionado en CI (LxCI n=8). En el dfa 0 del protocolo
experimental se tomaron muestras de sangre de los animales, efectudndose las lesiones
en el grupo LxCI el dfa 3. Ambos grupos se inmunizaron en el dfa 12 a las 8:30 am y 30
min después se les inyecté 50mg/kg de ciclofosfamida, se tomaron las muestras de
sangre a los 4 y 8 dfas después de la inmunizaci6n, es decir los dfas 16 y 20 del protocolo,

durante los cuales e] efecto inmuncsupresor de la ciclosfosfamida atin esta presente.

Resultados:

En la Figura 3 se observan los resultados de este experimento en que se muestra

que también hubo tftulos muy bajos de anticuerpos en la tra de l{nea base para
ambos grupos (mLB). Las lesiones de CI no causan ningin efecto en la
inmunosupresion causada por la cilcofosfamida, ya que los tftulos de anticuerpos en las
muestras de los dfas 16 y 20 se mantuvieron muy bajos sin observarse diferencias

significativas entre los grupos (ver Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la lesibn de Cl en la inmunosupresion causada por la
ciclofosfamida.Se presentan los titulos de anticuerpos (eje Y) durante las 3 diferentes
muestras. mLB, mA y mB , 4y 8 dias respecti te, después de la i ién e
inyeccion de la ciclofosfamida (eje X).. Notese que la escala de los titulos es diferente a la

presentada en las figuras 1y 2.
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Resultados Histoldgicos:

Al observar los resultados histolégicos se encontré que la mayorfa de los animales
fueron lesionados correctamente, sin embargo algunos presentaron lesiones solamente
unilaterales o bién més mediales o ventrales a la regién objetivo. De esta manera se
eliminaron los animales con lesiones inadecuadas, de los anilisis antes p tad
obteniéndose las Ns sefialadas en las secciones correspondientes al procedimiento de
cada experimento.

Figura 4. Representacién esquemdtica de los cortes histolégicos en donde las regiones
punteadas marcan el drea de la lesion mds grande y las obscuras la lesién mds pequeria,
se esquematiza del lado izquierdo la lesion de la CI' y del lado derecho la de corteza
parietal.



DISCUSION

En los resultados del primer experimento se observé claramente una respuesta
inmune més alta en los animales condicionados con lesién en CI (CS-LxCI) comparada a
Ia respuesta en animales condiclonados sin lesi6n (CS), con los condicionados con
lesién en otra region cortical (CS-LxCP) y con aquellos que fueron sujetos a una lesién
fantasma en la CI (CS-ShCI). Esto implica en primer lugar que las lesiones de CI tienen
una accién bloqueadora de la resp condicionada producto de la reexposicién a la
sacarina en un paradigma de CIS; en segundo lugar, que este efecto es exclusivo de la
lesi6n en dicha regién cortical y por iiltimo, que es producido por la accién citotéxica del
NMDA sobre las células de la CI. Esto dltimo imphca la particxpadén de las células de la
CI en la mediaci6n del efecto i presor condici

En el segundo experimento se observa una respuesta inmune normal en
animales controles, como era de esperarse, pero también en los lesionados de la CI, lo
que implica que dicha lesién no tiene efectos per se en la respuesta inmune y por lo
tanto que el efecto sobre la respuesta inmune es especifico del aspecto conductual de su
modulacién, debiendo explicarse por su efecto sobre las variables que intervienen en el
CIS. En este sentido se sabe también que las lesiones de la CI no tienen efecto sobre la
discriminacién de los sabores e incluso se observa en estos datos que las ratas con lesién
en la CI muestran una preferencia por la sacarina al igual que las ratas controles, lo cual
ya ha sido bién documentado. Lo anterlor elimina la posibilidad de que el efecto sobre el
CIS sea causado por una imposibilidad de las ratas para percibir el sabor.

Finalmente en el tercer experimento se observa que la lesi6n de CI no tiene efecto
alguno sobre la capacidad inmunosupresora de la ciclofosfamida en virtud de que tanto
el grupo control como el lesionado muestran una disminucién considerable de la
respuesta inmune comparada con la respuesta de los controles sin condicionamiento (al
hacer dicha comparacién entre las figuras es importante notar que la escala de los titulos
es diferente). Cabe seflalar que el protocolo de este tltimo experimento difiere
temporalmente de los otros dos debido a que se realizé con el propésito de observar el
efecto supresor de la ciclofosfamida que dura poco menos de 15 dfas, sin embargo puede
servir como parémetro del efecto incondicionado de la ciclofosfamida, mismo que habfa
sido presentado apropiad te en otros experimentos (Ader y Cohen, 1975; Rogers y
cols, 1976; Wayner y cols, 1978).




Estos resultados comprobaron la hipétesis, respecto de la participacién de 1a Clen
el CIS, siendo evidente que es necesario de la integridad de dicha regién cortical al
menos para la adquisici6n de una

7 .

p condicionada.

Se debe notar que el efecto inmunosupresor condicionado es relativamente més
fuerte en el presente experimento que en los descritos anteriormente (Ader y Cohen,
1975; Rogers y cols, 1976; Wayner y cols, 1978). Es importante aclarar que en los
experimentos antes ionados se p los datos de los tftulos en una escala
logarftmica lo que hace que el valor represente al pozo en donde se present6 el titulo y
esto reduce las diferencias, Por otro lado, al presentarse la media del tftulo se expresa en
una escala més amplia que hace ver las diferencias mds grandes. Sin embargo, ain
cuando los titulos sean expresados en una escala logarftmica, los tftulos en los animales
del grupos CS son un poco menores que los del grupo CS; presentados en los
experimentos de Ader y Cohen (1975), y del de Rogers y cols (1976), pero muy similares a
los de Wayner y cols (1978), procbablemente debido a que el intervalo entre el
apar i de los los y la prueba con la inmunizacién y reexposicién al
estimulo condicionado es mé4s largo tanto en este experimento (19 dfas) como en el de
Wayner y cols (15 dfas).

En el primer experimento también se presenta un control del condiclonamiento,
que es el grupo CSo, con el cual se demuestra que la inmunosupresupresién observada
es producida exclusivamente como efecto condicionado de la sacarina, ya que solo st se
r al estimul dicionado se puede observar una supresién de la respuesta
mmune Este efecto es muy semejante al observado en otros experimentos, sin embargo
atin cuando los titulos de anticuerpos no son estadisti te diferentes durante las tres
muestras en el grupo CS-LxClI y el grupo CSo, en la muestra B (8 dfas después de la
inmunizacién) se observa una pequeita difi ja, Esta pequefia dif ia quiza se deba
a un efecto de generalizacién del procedimt oalap ia de una variable extraiia
no controlada dentro del precedimiento como la presencia de olor a sacarina en el
cuarto donde se colocé al grupo CSo.

El efecto de la lesién de CI sobre el CAS replica los resultados obtenidos por otros

{Bermmidez-! i y McGaugh, 1991, Dunn y Everit, 1988), en donde se puede

notar que el efecto sobre el CAS es tal que los niveles de consumo de sacarina no varfan

con respecto al consumo basal de agua en aquellas ratas con lesién en CI, mientras que
los grupos CS, CS-LxCP y C5-ShCI expresan una marcada aversion al sabor.

El hecho de que una estructura neural importante para la adquisicién del CAS
esté involucrada también en el CIS y con el antecedente de que ambos paradigmas de
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aprendizaje surgen del apareamiento de un estimulo gustativo con un estfmulo que
tiene un efecto simpético o limbico, se puede suponer que los mecanismos
neurofisiolégicos de ambos paradigmas sean similares. Este supuesto involucra la
necesidad de analizar la participacién de estructuras relacionadas a la CI en el CIS. Los
substratos neurales que subyacen al CIS se pueden estudiar, rastreando la vfa que conecta
a la CI con el hipotdlamo, lo que incluye la participacién de la amigdala, ya que esta se
comunica bidireccionalmente con la Cl, ademés de guardar una estrecha relacién con el
hipotilamo a través de la estria terminalis (Kupfermann, 1991), la cual fué la primera
estructura neural propuesta para mediar la comunicacién neuroinmune (Croos, y cols.,
1980). La CI tiene conexiones con el hipocampo (Kiefer y cols 1985), el cual al igual que la
amigdala, es una importante esiructura en el sistema de comunicacién neuro inmune
debido a que puede recibir informacién proveniente del sistema inmunitario gracias a
que expresa receptores para factores como las inmunocitocinas (Cunningham y De
Souza, 1993). No hay que olvidar las importantes relaciones que guarda la CI ¢on el
sistema nervioso auténomo, a través de sus cc iones bididreccionales con el NTS,
mediante el cual puede acceder al sistema inmune a través de las inervaciones
simpéticas a los ganglios linféticos. De hecho se ha demostrado la participaci6n de los
receptores adrenérgicos en un modelo de condicionamiento inmune diferente al
descrito aquf (Lysle Cunnick y Maslonek, 1991; Luecken y Lysle, 1992}, lo que sugiere que
puede ser el sistema nervicso simp4tico el encargado de realizar el efecto depresor de la
respuesta inmune en el CIS. A pesar de lo sugerente de las relaciones anatémicas de la
CI con estructuras centrales involucradas en la respuesta inmune, la manera en como la
corteza insular interactda con el sistema inmune para permitir la adquisicién del CIS, es
por el momento un enigma, por lo cual, lo anterior solo queda en el plano de la
especulacién.

La funcién que cumple la CI en las interacciones neuro inmunes es
exclusivamente, en los aspectos conductuales de la modulacién de la respuesta
inmunitaria, es decir, en la CI se dan dertos procesos de plasticidad neuronal necesarios
para adquirir un condicionamiento cuya resp "condicionada es la modulacién del
sistemma inmune. El hecho de que la CI este involucrada en otros paradigmas de
aprendizaje como el que ocurre en el Iaberinto de agua de Morris (Bermidez-Rattoni,
Introini-Collison y McGaugh, 1991) y la prevenci6n pasiva (Bermidez-Rattoni y
McGaugh, 1991, Dunn y Everit, 1988), hace de esta estructura una regién importante en
el aprendizaje. Cabe sefialar que la tinica semejanza entre los diferentes modelos de
aprendizaje en los que la CI est4 involucrada es la de que son aprendizajes motivados
aversivamente o bién que su respuesta es de alguna manera un reflejo defensivo. Lo
anterior puede implicar que en todos los aprendizajes relacionados con la CI, estén
involucradas estructuras lfmbicas que junto con la CI pueden ser responsables de
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caracterizar a los estimulos para permitir el aprendizaje.

Probablemente la idea de Pavlov acerca de que el aprendizaje es elaborado por
estructuras corticales serfa apoyada por los resultados de los experimentos del presente
trabajo, pero no cabe duda de que los sistemas de plasticidad neural implicados en el
aprendizaje no son sistemas rfgidos sino dindmicos, ademds, el hecho de que la lesién
de una estructura impida la adquisicién de un aprendizaje, no significa necesariamente
que dicha estructura sea el lugar en donde se efectuan todo los cambios fisiolégicos
necesarios para que el organismo aprenda, pero si demuestra la participacién de un
componente estructural del sistema nervioso en los mecanismos que subyacen el
aprendizaje. Los mecanismos mediante los cuales la CI esta involucrada en la mediacion
de la inmunosupresién condicionada y los factores neurales que llevan a cabo todo el
proceso seran tema de futuras investigaciones.
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