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Introduccion

Neuroinmunologia

En la dltima década se han generado una gran cantidad de datos
experimentales que demuestran la participacion del. sistema nerviosos en la
madulacion de la respuesta inmune, lo que ha puesto en duda el concepta de la
autonomia funcional del sistema inmune. Ciertamente tanto el sistema nervioso
como el sistema inmune pueden funcionar como sistemas independientes (Blalock,
1984). Sin embargo, los procesos que regulan ambos sistemas se encuentran
inmersos en un compleja funcional integrado, dando lugar asi a un solo sistema de
Avfensa (Ader, Cahen, & Felten, 1995), que incluye a los procesas inmunitarios v
diversos cambios adaptativos en la conducta. L reconocimiento de 1a integracion
de ambos sistemas ha dado tugar al desarrolto de fa neuroinmunologia, disciplina
encargada de estudiar las interacciones entre el sistema nervioso v el sistema

inmune (incluyendo la participacion del sistema neurcenddcerino y la conducta).

En la actualidad se reconocen dos vias que vinculan al sistema nerviosa con
el sistema inmune. La primera estd representada por el eje hipotilamo hipofisiario
y la segunda por el sistema nervioso auténomo. Historicamente la via hipotalimica
ha recibido mucha atencién, en virtud de que los factares hormonales se
reconocieron tempranamente como importantes agentes moduladores de la
respuesta inmune.

Uno de los ejemplos cldsicos en cuanto a la regulacion que las hormonas
ejercen sobre el sistema inmune es el caso de los corticoesteroides, que a su vez
plica el fendmeno de la depresion inmunitaria durante el stress. La respuesta
hormonal asociada al estres estd dada por un incremento en 1a jiberacion del factor
liberador de corticotropinas (CRF) por el hipotdlamo, lo cual induce una secrecion
de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) por la pituitaria anterior y a fa'vez
esta estimula 1a liberacidn de glucocorticoides por la corteza adrenal (Basedovsky,
Del-Rey, & Sorkin, 1983). Los efectos inmunoldgicos de los glucocorticades se
conocen desde mediados del siglo XIX (Munck & Guyre, 1991), reconociéndose
ahora sus capacidades inmunosupresivas v anti-inflamatorias que son de gran
utilidad clinica. Muchas otras hormonas juegan un importante papel en I
regulacion de la respuesta inmune. Por gjemplo, la hormona de crecimiento

incrementa el tamanio de los tejidos linfoides, particularmente del tima, tambidn se



ha sugerido que esta hormona puede atectar la actividad de lintocitos v macrafagos
cuando se encuentran en tejido linfatico (Kelley, 1991). La prolactina parece estar
involucrada en la activacion de linfocitos B para la formacion de anticuerpos, en la
expresion de respuestas de hipersensibilidad de tipo retrasada v parece mediar la
activacion de linfocitos T cuando esta depende de macrofagos (Nagy, Berczy,
Wren, Asa & Kovacs, 1983). En el caso de la vasopresina, esta puede funcionar
COMo U potente mildgeno ); reemplazar los requerimienfos de interleucina-2 (1L.-2)
por interferon 7, modulando asi la respuesta de células linfoides con receplores a
interferon v. La tirotropina también se ha asociado a la modulacion de la respuesta
inmune, levando a cabo una accion potenciadora de la respuesta (Fabris,
Mocchegiani & Provinciali, 1995); De esta manera, el hipotiroidismo induce
involucion en el timo, el bazo y en nodos linféticos, en contraste, el hipertiroidismo

incrementa la actividad de las células del timo y de otras regiones de tefido linfoide
(Fabris et al., 1995).

Debido al reconocimiento del papel que tienen las hormonas en la
regulacion mmunitaria, [as primeras investigaciones neuroanatomicas encargadas
de di'stinguir estructuras involucradas en la regulacién inmunitaria, comenzaron
por estudiar el papel del hipotdlamo. Se demostré asi que las lesiones
hipotaldmicas producen claros cambios en la actividad de diversos grupos de
células linfaticas (Cross, Markesberry, Brooks, & Roszman, 1980). Baciu (1993)
afirma que la parte posterior del hipotélamo, esta involucrada en la regulacion ¢
integracion de la respuesta inmune considerdndose como una funcion homeostitica
en conexion con el hipotdlamo anterior; donde los niicleos laterales y el drea

predptica cumplen una funcién receptiva ante el reto antigénico y ante diversos
factores inmunitarios.

La otra via de acceso que tiene el sistema nervios hacia el sistema inmune, es
a travéz del sistema nervioso auténomo. Con técnicas histoquimicas, se ha
demostrado la presencia de inervacién simpdtica en regiones especificas de tejido
linfoide primario y secundario (Felten, Felten, Carlson, Olschowka & Livnat 1985).
Estas inervaciones son predominantemente noradrenérgicas (Madden, Ackerman,
Livnat, Felten, & Felten, 1989). También se encuentrar fibras peptidérgicas
inervando la médula dsea, el timo, el bazo, nédulos linfélicos y el tefido linfoide
asociado a las mucosas (Felten & Felten, 1991). Las tibras nerviosas forman uniones
neuroefectoras cercanas a linfocitos y macréfagos, regulando asi la funcidn de estas
células de forma directa, Los neurotransmisores liberados de estas terminales
nerviosas pueden difundirse para actuar en sitios lejanos, lo cnal extiende el
potencial interactivo entre el sistema nervioso auténoma y el sistema nmune.



Ademds, la mayoria de las celulas linfoides tienen receptores para al menos alysin
tipo de los neurotransmisores utilizados por el sistema nervioso autdnomo. Lax
células linfiticas expresan receptores para catecolaminas y una gran variedad do
neuropéptidos (Husband, 1993). Los neurapéptidos que mads s¢ han estudiado on
cuanto al papel que juegan en la interacion neuro-inmune son la substancia P v el
Péptido Vasoactivo Intestinal (VIP) (Ackerman, Bellinger & Felten, 1991),

Las lesiones quimicas y ablaciones del sistema nervioso simpitico, causan
una serie de efectos en diversas poblaciones de células linfoides (Miles, Chelmica-
Schorr, Otlen, & Arnason, 1985). Dichos efectos son mds diversos que los

observados con lesiones del hipotdlamo y son més duraderos (Reder, Karaszewsk,
& Arnason 1989).

Ambas vias de modulacién neuroinmune mantienen importantes vinculos
anatomicos y funcionales con estructuras del sistema limbico incluyendo regiunes
corticales que podrian estar regulando la interaccion sistema nervioso - sistema
inmune. Con el uso de técnicas de lesion se ha podido observar la participacion de
algunas estructuras en la regulacion de la respuesta inmune. Lesiones efectuadas
con excitotoxinas en el drea septal incrementan la actividad de células NK,
disminuyen el nimero de cétulas formadoras de plaquetas y suprimen la secrecion
de TNFa por macrofagos (Wetmore, Green-Johnson, Gartner, Sanders, & Nance,
1994). Otras estructuras del sistema Iimbico, se ha propuesto, participan en la
regulacion de la respuesta inmune. Usando lesiones electroliticas del hipocampo y
la amigdala se han encontrado efectos en la actividad mitogénica de células T e
incrementos transitorios en la cantidad de timocitos y esplenocitos (Brooks, Cross,
Roszman, & Markesbery, 1982), sin embargo en experimentos -postetiores se
observd que lesiones del hipocampo no tenian efecto alguno sobre diversos
parametros inmunitarios (Nance, Rayson, & Carr, 1987). El grupo de Cross (Brooks
et al., 1982), realiz6 otros experimentos que les permitieron observar que la via
hipotilamo hipofisiaria mediaba en forma muy importante los efectos de las
lesiones de amfgdala e hipocampo sobre la respuesta inmune (Cross, Brovks,
Roszman, & Markesbery, 1982). Las lesiones utilizadas por el grupo de Crass
destruyen tanto células como fibras de paso, lo que impide hacer una inferencia
clara del papel del hipocampo y la amigdala en la respuesta inmune.

Lesiones de estructuras particulares del tallo cerebral también producen
cambius en la actividad inmunitaria. Al lesionarse la parte caudal de la fromacicn
reticular, se observa un inhibicion de respuestas anafilacticas, mientras que si se

lesiona la parte la parte rostral de la formacion reticular, incluyendo los miclens del



rate. se presenta un incremento en la sensibilidad de este tipo de respuestas
dsakovic & Jankovie, 1973). Lesiones de fa fromacion reticudar, también resuftan en
fa involucton del timo . Se ha encontrado también gque lesiones de los micleos
parabraquiales del puente, particutarmente los ventrales v mediales, producen un
decremento en la respuesta proliferativa de timocitos (Kadlecova, Masek, Serfert, &
Petrovicky, 1987). Estos niicleos estan inte rrados dentro de las conexiones entre el
tatto cerebral v los nicleos autonamicos, tat coma ¢l ndcleo det tracto solitario, el
hipotilamo y la circuiteria de la amigdala, y pueden estar involuerados on vl
procesamiento de infonmacion asociado con las interacciones neuroinnunes
(Felten, Cahen, Ader, Felten, Carlson, & Roszman, 1991).

Neveu y colaboradores (Neveu, 1992; Neveu, 1993) han sugerido la
participacion de la corteza cerebral en fa modulacion de la respuesta inmune,
proponiendo la existencia de un sistema lateralizado. Estos investigadores
encontraron que lesiones grandes del hemisferio izquierdo de raton, producen un
decremento en el nimero de células Ty en la actividad mitogénica de estas células
y de cétutas NK. Por su parte, lesiones de la corteza cerebraj derecha tuvieron
efectos opuestos. A pesar de lo sugerente de los datos, las lesiones efectuadas son

denmasiado grandes y los mecanisimos, vias e identidad del sistema involucrado en
el efecto se desconecen.

Es clara entonces, que el sistema nervioso tiene fa capacidad de ejercer una
importante influencia sobre la respuesta inmune, sinembargo , para que un sisterna
pueda funcionar adecuadamente como un regulador o modulador debe de contar
con informacidn apropiada acerca de Ja variable o variables que estd modulando.
De ésta manera tenemos que el sistema nervioso central requiere de informacion

proveniente del sistema inmune para que pueda darse una interaccion reguladora
entre estos.

Las citocinas, las cuales son un grupo de moléeulas polipeptidicas que se
asocian generalmente con los mecanismos de activacidn del sistema inmune  la
estimulacion de respuestas inflamatorias, puden tener diversos efectos sobre tejido
nervioso, v probablemente sirvan como un sistema de retroalimentacion entre el
sistema inmatne y el sistema nervioso central.

Se ha encontrado que en sistema nervioso se expresan receptores para -1,
11.-2, IL-3, TL-6 y TNF-q, esto se puede ver tanto en ¢élutas nearates v coma cétulas
gliales (Hopkins & Rothwell, 1995). Lo anterior no es de interes para la interaccion

newro mmune cuando nos referimos a las células microgliales en virtud del papel



de macrofago que se le ha atribtido a estas células, sin embargo resulta importinte
cuando hablamos de la expresion de este tipo de yeceptoves en células neurlaes, fos
cuales pueden tener un papel funcional muy importante. Con téenicas de
hibridizacion, se ha encontrado evidencia de la existencia de receptores a 1L-1 tipo |
enel giro dentado y la region CA3 del hipocampo, en 1os nacleos antero dorsales
del talamo, en el rafé dorsal, en ks neuronas sensoriales de los micleos
mesencefiticos del nervio trigémino, en las células de Purkinje en el cerebelo v en
células secretoras de hormonas en la pituitaria anterior. Iis de sorprender, el hecho
de que no se haya observado mRNA de IL-1 en células hipotatimicas, debido al
papel que se le atribuye a esta citocina en la regulacion de la temperatura, sin
embargo es probable que el tipo de receptor que se encuentra en el hipotilamo
que responde a IL-1 tenga caracteristicas moleculares diferentes a los que se
observan en las células linfoides (Cunningham & Souza, 1993}, Recientemente se ha
reportado la presencia de otro tipo de receplor en sistema nervioso con una
selectividad inusual a [L-1§ (Hopkins & Rothwell, 1995). Este ditivao dato implica
que el estudio futuro de receptores a citocinas en sistema nervioso deberd tomar en
cuenta la posbilidad de que estos receptores no sean completamente homalogos a
los que se encuentran generalmente en células linfoides u otros tejidos.

La existencia de receptores a interleucinas en sistema nervioso es importante
porque pueden implicar un papel funcional de estas moleculas en la comunicacion
neuro inmune. Se ha descrito que despues de una inmunijzacidn se observa un
incremento en la actividad eléctrica de neuronas hipotatdmicas {Basedovsky,
Sorkin, Felix y Hass, 1977), asi mismo, se ha observado que la estimulacion
antigenica produce un incremento en el metabolismo de las eatecolaminas en la
amigdala y el hipocampo (Masek, Petrovicky y Seifert, 1992). Con el uso de
inmunosupresores se han obtenido efectos diversos en otras estructuras del sistema
nervioso. Estos efectos pueden estar mediados por la accion de interleucinas en
sistema nervioso, atin cuando esto no ha sido comprobado, la existencia de
receptores a interleucinas en dichas regiones lo sugiere, y no se ha planteado hasta
el nomento otra alternativa que explique satisfactortamente la forma en como los
cambios en el estatus inmunolagico afecta la actividad de diversas regianes de
sistema pervioso.

Un problema de este planteamiento o5 of de como las interleucinas liberadas
perifericamente logran accesar al sistema nervioso para llevar a cabo su funcion
mensajera. El transpote pasivo a través de Ja barrera hemato-encetilica es poco
probable debido al tamano v estrutura de las interleucinas. En contraste se ha

descrito un sistema de transporte activo para la I1L-1 v el TNF-a (Gutierrez, Banks,



& Kastin, 1993), que permite ef paso de estas proteinas de fa sanyre al cerebro, vn
donde receptores a estas interlencinas en células endoteliafes levan a cabo la fabor.
Se ha propuesto que los receptores a otras interleucinas en células endoteliales
podrian traducir 1a seial con fa mediacion de productos eicosanvides o bién
transportar activamente a la molécula a través de la actividad de proteinas
acarreadoras (Cunningham & Souza, 1993). La posibilidad de un fendmeno de
extravasacion an cuando propuesta se piensa poco probable. Por otro ladu se
observado que algunos tipos de células linfoides llegan a estar presentes en
parénquima, 1o cual se debe probablemente a que las células linfoides a traves de
una diapedests logran cruzar {a barrera hematoencefdlica. Cabe sefalar que si bidn
muchas interleucinas pueden ser producidas en sistema nerviosp, éstas se
produgen principaimente por fa microglia activada durante procesos inflamatorios
y su produccion se asocia mas a condiciones patoldgicas que a condiciones
fisiolagicas.

Recientemente se ha obtenido evidencdia que indica la posibilidad de que el
nervio vago sea la principal ruta de acceso para la funcion comunicativa de las
interleucinas en 1a interaccion neuroinmune, debido a la presencia de receptores en
términales simpaticas (Luheshi, Hammond, & Dam, 1996). De esta manera tambien
los nicleos de tallo que integran informacion visceral como el micleo del tracto
solitario (NTS) han sido implicados de manera importante en la la integracién de
informacion praveniente del sistema inmune (Luheshi, Hammand, & Dany, 1996).

De esta manera tenemos que el sistema. nervioso es capaz de ejercer una
importante influencia sabre el sistema inmune atraves de dos sistenias neurales
efectores. El primero representado por el eje hipotélamo pituitaria, en donde
através de hormonas el sistema nervioso ejerce un control homeostitico de la
actividad inmunitaria, ayudando a mantener un estatus estable del sistema
inmunoldgico. Husband (1993) le atribuye una funcion tonica a la regulaciin
hipotaldmica, mientras que a la regulacidn ejercida por el sistema nervioso
autonomo se le atribuye una funcion fasica, con la que se ejerce influencia nerviosa
sobre ja inmunidad en respuesta a las demandas ambientales.

Asi mismo, e} sistema nervioso se informa de lo que xcontece en el sistema
inmune a traves de los cambios en las concentraciones de interleucinas, Jas caales
actuan en algunas estructuras del sistema limbico y a nivel del sistema nervisos
auténomao. Probablemente estas estructuras del sistema limbico y alguaas regiones

corticales son lis responzables de organizar la modulacion neuro inmune.
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Si el sistema nervioso es capaz de modular Ja respuesta inmune y si ademis
existen estructusas centrales que reciben informacion del sistema inmuné, es
posible que los mecanismos pldsticos que ocurren en ef sistema nervioso afecten al
sistema inmune. De hecho se ha observado que se puede modular el sistema
inmune a través de un mecanismo de plasticidad nerviosa como lo es el

aprendizaje. especificmente por medio de procedimientos de condicionamiento
clisico.
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El Condicionamiento de la Respuesta Inmune

Los primeros intentos por condicionar al sistema de delensa fueron hechos
en 1926 por Metal'nikov y Chorine (Ader & Cohen, 1985), quivnes buscaron
condicionar el incremento de leucocitos poiimorfonucleares (PMNs) evocado por fa
inveccion de antigeno (que en este caso era Bacillus anthracis, camo estimulo
incondicionado El), aparedndola entre 18 y 25 veces con un estimulo
inmunalogicamente neutro (rascar o calentar la piel como estimulo condicionado
EQ), utilizando congjillos de indias como sujetos experimentales. Los autores
reportan el haber obtenido un efecto condicionado, aunque claramente la respuesta

condicionada fue débil y transitoria comparada con la respuesta inducida por ol
antigeno.

El éxito del condicionamiento de la respuesta inmune surgio con el uso de un
modelo de evitacion al sabor denominade condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS), descrito originalmente por Garcia, Kimmeldorf y Koelling (1955). Este se
convirtio en un pasadigma clasica por sus implicaciones te6ricas y por su utilidad
practica, ya que es un procedimiento de condicionamiento con el'que ficilmente se
obtiene la aversion condicionada al sabor, tanto que basta un solo ensayo para que

el animal aprenda, ademds de que puede perdurar por meses y su extineion total
toma varios ensayos.

Garcia demostrd que los estimulos que podfan ser puestos en una relacion
temporal para desarrollar un aprendizaje tenfan que tener ciertas caracteristcas que
los relacionaran, esto implicaba que no cualquier par de estimulos podian ser
relacionados temparalmente. Cuando apareaba simultaneaimente la presentacién de
un estimulo tuminoso y un sabor con un choque eléctrico y un estimulo que
producfa irritacion géstrica, el estfmulo luminoso se relacionaba temporalmente
solo con el choque eléctrico y el sabor con la irritacion gastrica (Garcia, Hankins, &
Rusiniak, 1974). En ningun momento los animales podfan ser condicionados a tener
aversion al sabor si este era apareado con un choque eléctrico y de la misma manera
si un estimulo luminoso era apareado con irritacion gdstrica, el animal no
presentaba ninguna respuesta ante la luz, lo que implicaba ta existencia de vias de
asociacion que permiten el facil apareamiento de un par determinado de estimutos
y dificulta la posibilidad de que otro par entre en asaciacion.

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



vcurrian jos mecanismos de integracion de los estimudos, teniy que tener aertas
peculiaridades. De esta manera se planted un modelo funaonal para dos vetlejos
defensivos {esquema 2) en el cual explicaba como los estimulos exteraceptivos entre
si, podian entrar en una relacion temporal y desarvollar un condicionamiento,
mientfigtos estimulos gustativos v viscerales hacfan o misimo en atio sistema
(Garcia, Lasiter, Bermudez-Rattoni, & Deems, 1985). La percepcion olfativa
representa un enlace entre ambos sistemas, esto debido a que se demostro que
cuando un estimulo gustativo es apareado con malestar gastrico, se puede induar
la aversion al olor si este se acompana de un estimulo gustative, pero no si solo se
aparean olor y malestar, de la misma manera, el estimuly olfativo puede ser
refacionado temporalmente con un estimulo exteroceptivo.

EC -
Ruidu Defensa Modificacion
Exterior § et de fa Conducta
Kl Dotor - B RC (CS+CS=Bloquec)

EC: off-F Compueria tnhibicion a

Olor
tncentivo
[ Modificacion
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Tomado de Garcia y Cols., (1985), Annats. N. Y. Avad. Sci. 443, 8-21

Esquema 2. Madiante wit diagrama de blogue se representan los sistonus defensivos exlernos ¢ internas
tvisceral), dustrando fos diferentes estimulos que pueden enprar sclectivamente en ana relacion tengroral para
desarrollny wi condicionamiento. Cabe sedtnlar que ¢ olor se presenta como nun compuerta etre los dos
sistems ya que puede ser relacionndo temporalmente eh ambos sistemas.

EEn 1974 Robert Ader de la Universidad de Rochester, interesado en el CAS,
utilizaba otras drogas en lugay del usual LiCl como productor de malestar gastrico.
Cuando us6 ciclofosfamida como estimulo incondicionado apareada con sacaring,
pudo observar la adquisicion de una aversion condicionada al sabor. Al realizar
pruebas de extincion para valorar la fuerza del condicionamiento, observé que
muchos de las animales morian después de varias exposiciones al sabor, adenids ol
indice de mortandad estaba asociada al numero de reexposiciones ala sacarina v al
volumen conswmnido durante el entrenamiento. La ciclofosfamida es bién conucida

por su capacidad inmunosupresora v colateralmente produce irritacion gastrica.



Basindose en estas observaciones, Ader propuso que el aparcamiento de un
estimula pustative con una droga inmunosupresora resultaria en una
inmunosupresion condicionamiento. La mostandad entonces, serfa of resultado de
fa exposicion repetida al estimulo condicionado, el cual, al producir un efecto
negativo sobre el sistema inmune, permitivia que los animales fueran mds
susceptibles af ataque de agentes patdgenos.

Estas especulaciones fueron prabadas con expeﬁnwntos controlados, para
discernir e} verdadero cardcter de éste fendmena., En 1975, Ader y Cohen utilizaron
ratas Wistar separadas individualmente a las que se mantenia con restriccion de
agua, permitiéndoles beber durante un perfodo de 15 min una vez al dia, esta
durante 5 dias para obtener un nivel basal de consumo de agua. Después de los 5
dias de medicién del consumo de agua, a tres grupos de ratas (C51,C52 y CSo) se
tes condiciond, por medio de la presentacién durante 15 min, de sacaring sédica al
0.1% en su bebedero, apareada con una inyeccion ip de una solucion de 50 mg/ kg
de ciclofosfamida. Otro grupe de animales, denominado no condicionado (NC) se
le presentd agua apareada con ciclofosfamida {en trabajos posteriores este grupo
vecibid apareamientos de sacarina y cicdlofosfamida de manera no contingente,
observandose un efecto similar). Finalmente se utilizd un grupo control

denominado placebo (P), al cual se le apared la presentacion de sacarina con
solucion salina isoténica.

Tres dias después del condicionamiento, todos los animales fueron
inmunizados con eritrocitos de carnero y 30 min despuds de la inmunizacion los
grupos de animales condicionados, el grupo NC y el grupo P fueron expuestos a la
sacarina (excepto el CSo), uno de los subgrupos CS recibié otra exposicion a la
sacarina 3 dfas despuds de la inmunizacion (CS2), el otro solo fué expuesto una vez
(CS1), mientras al tercera (CSo) se le presentd solamente agua. Los grupos NC v
CSo sirvieron como controles del condicionamiento. El grupo P represents a la
respuesta inmune normal. Cabe mencionar que también se utilizo un grupo para
evaluar el efecto incondicionado (US) de la ciclofosfamida, el cual recibié el misma
tratamiento que los grupos condicionados, pero el dfa de la reexposicion a las
sacarina fué reinyectado con ciclofosfamida. Seis dfas después de la inmunizacion
se tomaron muestras de sangre de todos los animales, para medir, por medio de
hemaglutinacion, los titulos de anticuerpos de una respuesta inmune primaria,

Las ratas condicionadas reexpuestas a la sacarina presentaron una reduccion
significativa de su consumo de agua con sacarina, en comparacion a los animales P

v a aquetlos a los que se les presentd agua sola en lugar de la solucion con sacaring



(Fig I 1a). Los animales del grupo P como se esperaba, presentaron una respuesta
inmune normal. La respuesta inmune de los animales NC y los del grupo Cso era
semejante, pero un poco mas baja que la de los controles. Los grupos C51 v (62
presentaron una clara inmunosupresion cuya magnitud dependia del numero de
reexposiciones a la sacarina. Ambos grupos presentaron diferencias significatiy as
en comparacion a los grupos CSo, NC y P. Estos resultados apoyaron la hipatesis
de que ol aparcamiento de sacarina vy ciclofosfamida produciria un
condicionamiento inmunosupresor (CIS), demostrandose que ¢l efecto del estimulo
condicionado era un efecto real, en virtud de q(u;' los grupos inyectados con
ciclofosfamida pero sin la presentacion del estimulo condicionado, no presentaban

la misma supresion que aquellos condicionados que fueron reexpuestos a la SAC.

10~ Ader & Cohen (75) Rogers ct al (76) Wayner et al (78)
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Fig 11 Se muestran los resultados obtenidos en el CIS por tres diferentes grupos de investigacion. Ep ol eje dv
las Y se mestraalos titulos de anticueryos contra eritrocitos de carnero a los seis dias despuids de ln
inmunizacion y en el eje de lns X los diferentes grupos. P=Placebo; NC=No condicionado o no contingente;
CSo=Condicionado no reexpuesto; CS1=Condicionndo reexpuesto en naa ocasion; CS2=Candivionaido
reexpriesto vu dos ocasiones; UCS=lncondicionado. Los Hiulos de anticuerpos estiu presentados e una escala
logaritmica y en todos los casos se encontraron diferencias siguificativas entre los grigos condicionados y los
controles (p<0.053).

Un evidente defecto de los trabajos originales de Ader, es el tiempo que
transcurrio entre el apareamiento de sacarina-ciclofosfamida y la reexposicion a la
sacarina. El efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida dura aproximadamente 10
dias y por lo tanto el efecto que ellos observan esta contaminado por la supresion
inducida por este farmaco. Sin embargo cabe resaltar que las diterencias que se
observan entre el grupo CSo y los CS1 y CS2, implica la existencia de un efecto
inmunosupresor evocado por la reexposicion al estimulo condicionado v por lo
tanto se puede hablar de una inmunosupresion condicionada.



fEstos trabajos fueron replicados mads tarde por otros dos grupos de
investigadoves (Rogers, Reich, Strom, & Carpenter, 1976, Wayner, Flannery, &
Singer, 1978) quienes encontraron efectos semejantes (Fig 11b y 1¢) a los obsers ados
por Ader v Cohen en 1975, Ademds, estos otros grupos de investigacion utilizaron
periodos mas largos entre la adquisician y la reexposicion. E fenomeno de CI5 se
convirtio entonces en una importante lnea de investigacion que como Ader v
Cohen, muchos otros investigadores siguieron. De esta manera se encontraron
evidencias de que éste mismo procedimiento de condicionamiento, produce efectos
supresores de la actividad de células NK (O'Reilly & Exon, 1986); disminuye la
proliferacion de linfocitos ante la estimulacion con un mitdgeno (Neveu, Dantzer, &
LeMoal, 1986); decrementa el nimero de células formadoras de plaquetas
(Bovbjerg, Kim, Siskind, & Weksler, 1987b); inhibe las respuestas de
hipersencibilidad de tipo retardada (Bovbjerg, Cohen, & Ader, 1987a); decrementa
la proliferacion de linfocitos (Neveu et al,, 1986); la actividad de células NK se
disminuye (O'Reilly & Exon, 1986) y se ha observado que se inhibe la produccion
de IgM (l(usnucov, Husband, & King, 1988).

La eritica principal a la que se enfrentaron los trabajos con inmunosupresion
condicionada fué que su asociacion con el condicionamiento aversivo a los sabores
hacia pensar que se podia tratar de un condicinamiento en donde el estrés estaria
mediando el efecto inmunosupresor. Kelley y Dantzer (1986) argumentaban que "¢l
conflicto que experimentan los animales entre beber una solucién aversiva 0 o
beber en lo absoluto, les produce un estado estresante que es capaz de incrementar
los niveles de corticoesteroides, causando as{ una inmunosupresion mediada por
estrés, Este problema pudo ser resuelto tempranamente (Ader, Cohen, & Bovbjery,
1982) utilizando un sistema de exposicion a dos bebederos, en el cual a las ratas se
les presentaba en un bebedero una solucién con sacarina y en el otro agua (cuando
la sacarina habia sido previamente apareada con ciclofosfamida). 15 minutas
después de haber elegido una solucion que beber, se les forzaba a consumir Sml de
sacarina por medio de una jeringa. Con este procedimiento pudieron obtener el
condicionainiento inmunosupresor de la misma manera que con el sistema de un
bebedero. Adicionalmente, el grupo de Ader (Ader & Cohen, 1985) habia va
realizado experimentos con el afan de observar si los corticoesteroides estaban
involucrados en el CIS. Apareando sacarina con LiCl se observaba un incremento
en la coneentracion de corticoesteroides en plasma, durante la adquisicion v la
prueba, sin embargo la reexposicion a la sacarina no producia efecto alguno en la
respuesta inmune. Ademds el incremento en 1a concentracion de corticoesteroides si
bién se producia ante la administracion del cloruro de litio, también se abservaba
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cuando se presentaba un estimulo novedoso no condicionado, probablemente
debida a una reaccion de estrés evocada por el sabor novedoso. Roudebush
Bryant (1991) encontraron que ef efecto inmunosupresor producido por el
candicionamiento, no esta asociado a un incremmento en la concentracion de
corticoesteroides. Ademds se ha visto que la aversion al sabor, no correlaciona con
la magnitud del efecto inmunosupresor del condicionamiento (Ader & Cohen,
1985).

En otros experimentos se ha demostrado que con el usa de pequenas dosis
de cidosparina A apareada en repetidas ocasiones con sacarina, no se obtiene
aversion al sabor pero si un condicionamineto inmunosupresor (Klosterhalfen &
Klosterhalfen, 1990). También con el uso de suero antilinfocitos como estimule
incondicionado apareado con sacarina, se ha podido obtener un condicionamiento
inmunosupresor sin condicionamiento aversivo a los sabores (King, Husband, &
Kusnekov, 1987; Kusnecov, Sivyer, King, Husband, Cripps, & Clancy, 1983). Con
estos experimentos se pudo disociar al fin el condicionamiento aversivo a los
sabores de la inmimosupresion condicionada, por lo cual se pude hablar del
condicionamiento inmunosupresor como un condicionamiento por si misma.
Siguiendo esta Ifnea de investigaciones, se realizaron experimentos con el fin de
determinar si la adicion de un estimulo productor de irritacion gdstrica en la
adquisicion del condicionamiento inmunosupresor obtenido con el apareamiento
de sacarina y suero antilinfocitos permitfa que este se expresaba de manera mis
robusta (Gauci, Bull, Schedlowski, Husband, & King, 1991). Encontraron que los
animales a los que se les habia apareado la sacarina con el suero antilinfocitos junto
con LiCl no presentaron una respuesta:condicionada tan fuerte como los animales a
los que solo se les apared la sacarina y el suero. '

La utilidad clinica del condicionamiento de la respuesta inmune se ha
demostrado en experimentos en los que el CI5 decrementa la tasa de mortandad en
animales con enfermedades autoinmunes como el lupus eriternatoso (Ader &
Cohen, 1982) y asf mismo, se ha visto que el CIS disminuye la probabilidad de
rechazo a transplantes (Grochowicz, Schedlowski, Husband, King, Hibber, &
Bowen, 1991).

El condicionamiento inmunosupresor, originalmente descrito por Ader v
Cohen, sucgid de un paradigma de CAS, el cual como ya se mencions, tiene una
expresion fuerte y de larga duracion, de la misma forma, el CIS tiene una expresion
robusta v puede perdurar por meses aun cuando se haya obtenido con un sola

ensavo de apareamiento, en contraste, en los experimentos realizados por
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Metal'nikov y Chorine, encuentran una respuesta condicionada debil v transitoria,
producto de un gran ndmero de apareamientos. Listo probablemente se pueda
explicar con el sistema de los reflejos defensivos descrito por John Garcia. En este
contexto, el CIS se estaria dando como una asociacion dentro del sistema de defensa
visceral. Esto implicaria que los estimulos olfativos'y gustativos tendrian mayor
posibitidad de ser asociados con la respuesta inmune que los estimulos visuales o
somatosensoriales, con lo cual se explica el porqué los intentos rusos no tuvieron ef
éxito esperado. El modelo de Garcia no implica qué sea imposible desarrollar
condicionamientos con estimulos poco afines, pero si, que existen reflejos
condicionados mids naturales, o mejor dicho que forman parte de los procesos
evolutivos de los organismos, por su parte, algunos reflejos condicionados son
dificiles de obtener debido a que el organismo no cuenta con sistemas neurales
predeterminados para ello, 1o que implica que of organisino tiene que implementar
nuevas estrategias de plasticidad neural que son costosas en términos temporales y
energéticos. Asf mismo, existen sistemas neurales que facilitan la adquisicion del
aprendizaje, en virtud de que las huevas conductas aprendidas son indispensables
para la efectiva adaptacion del organismo al medio, por ejemplo, el sistema neural
que 51|byace al CAS y que probablemente también este mediando el CIS, es
necesario para que el organismo adquiera un aprendizaje que le permitird hacer
una seleccion adecuada de Jos alimentos que puede consumir.

Al conocer la existencia de relaciones anatémicas y funcionales entre el
sistema nervioso y el sistema inmune podemos reconocer la existencia de sistemas
de interaccion que propicien el fenémeno de condicionamiento de la respuesta
~Hamnune. Sin embargo poco se ha estudiado acerca de los mecanismos de interaccién
-entre ambos sistemas que nos permita entender como y de que manera se da el CIS,

Para poder acceder al estudio de los mecanismos involucrados en el
condicionamiento, se debe primero de iniciar con algun tipo de datos capaces de
dirigir nuestra linea de investigacion. De esta manera el interes ha sido empezar
por estudiar el papel de estructuras neurales en el condicionamiento
inmunosupresor, partiendo de los datos que se tienen acerca de las estructuras

involucradas en el CAS y en los sistemas de modulacién neural de la respuesta
imune.

za Inselar

En el caso del CAS, durante les dltimos afos, se ha ido describiendo el
sustrato neurai de este paradigma (Barker, Best, & Donjan, 1977; Domjan, 1980). En
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1972 se reportd que una region cortical conocida en ese entonces como corteza
gustativa, participaba en el CAS (Brawn, Slick, & Lorden, 1972), dado que lesiones

de dicha region producian considerables deficits en el aprendizaje.

La corteza insular (C1) es una region que en la rata ocupa aproximadamente
1 x 3 mm de drea y 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. En un
principio se considerd a esta corteza como la carteza gliélati\fa primaria, basindose
en sus relaciones anatdémicas con los nucleos ventrobasales del talamo (Frommer,
1961), lo cual coincidia con el criterio anatémico de una corteza sensorial.

En 1975 Brawn y Kiefer , interesados en determinar si la CI realmente estaba
involucrada en la percepcién de los sabores, realizaron lesiones de la CI v midieron
el consumo de diferentes concentraciones de quinina, salina y sacarosa,
encontrando que las ratas con ablaciones de esta corteza, consumian diferentes
cantidades de las diversas concentraciones de las soluciones antes mencionadas, al
igual que los animales intactos (Fig I 2), observindo sélo un pequefio incremento
del consumo en la parte media del gradiente de concentracidn, lo cual sugiere que
la CI no es importante para la percepcion y discriminacién de los sabores.
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Fig 1 2. Se muestra {a owedin (EEM) del constuno (cje y) de soluciones a diferentes concentraciones teje xi de
sararosi, clorero de sottio, quinina y dcido clorhidrico en ratas con lesion-en corteza inslar y en animles
intactos. Lt dinca prarteada on sl 1007 de o eje de las ordenadas represent of constumo asal de agia

1Y



Por lo anterior se propuso que la Cl estaba involucrada en los procesos
cognoscitivos relacionados a estimulos gustativos mds que en los procesos
perceptuales de dichos estimulos. Los autores (Brawn et al., 1982) mencionan que ol
electo abservado en los animales con lesivn en corteza insular en donde se observa
un pequeno desajuste de la curva de discriminacidn, es una pequena alteracion de
fa discriminacion fina de los sabores, probablemente debido a que se ven afectados
los aspectos cognoscitivos de la integracion de estimulos gustativos.

L.a CT también se ha caracterizado por su importancia en la integracion de
estintulos viscerales. Esta region cortical presenta relaciones anatémico funcionales
con el NTS (Van-der-Kooy, McGinty, Koda, Gerfen, & Bloom, 1982), ¢l cual es un
nticleo en donde converge gran cantidad de informacién visceral. De esta manera,
se ha involucrado a la CI en la representacion cortical de estimulos visceralus.
Inclusive, algunos autores se han referido a la CI como corteza visceral (Kiefer,
1985; Lasiter, Glazman, & Mensah, 1982), atribuyendole un importante papel en la
integracién de este tipo de estimulos (Bermudez-Rattoni, Introini-Collison, &
McGaugh, 1991).

Fl hecho de que la CI reciba informacion tanto de las visceras como de las
vias gustativas, hizo de ésta una region importante para la integracion de los
estimulos involucrados en el CAS, por lo cual se ha dejado de considerar a la C1
como una corteza gustativa o visceral, 0 como una regién involucrada en la

petcepcion de dichas cualidades sensoriales y se ha comenzado a estudiar su papel
en el aprendizaje.

De esta manera, se ha observado que las lesiones de CI tienen efectos sobre
otros tipos de aprendizajes como la prevencion pasiva (Bermudez-Rattoni et al,,
1991; Dunn & Everit, 1988) y el laberinto de agua de Morris (Bermudez-Rattoni &
McGaugh, 1991). Ambos aprendizajes, al igual que el CAS, tienen en comun gue
son aprendizajes motivados aversivamente; es decir implican la elaboracién de un
valor hed6nico negativo de los estimulos condicionados y probablemente ocurren
por medio de las relaciones de la CI con estructuras del sistema lfmbico, como {a
amigdala y el hipacampo, y con algunas del tallo cerebral.

Lo anterior apoya la idea de que la CI esta involucrada en el aprendizaje o
dicho de otra manera, en los aspectos asociativos del condicionamiento. Asi
entonces, [a CI participaria en la integracion de los estimulos involucrados en los
aprendizajes aversives, en especial de estimulos_gustativos y viscerales, los cuales
se requieren para la elaboracion de un CAS. Ademds, las conexiones anatomicas de



la corteza insular con regiones como el niicleo parabraquial del puente v el NTS, asi
como la relacion que guarda con estructuras del sistema limbico como la amiydala,
hacen probable que participe también en el CIS el cual requiere de la integracion de
estimulos gustativos con informacion proveniente del sistema inmune. En este
sentido, algunas evidencias indican que el sistema inmune através de factores
solubles como las interleucinas, puede informar al sistema nerviosao acerca de los
cambios que éste sufre, ya sea por medio de receptores en el sistema nervioso
autonomo (Saito, Akiyoshi & Shimizu 1991) o a travds de receptores en regiones del
sistema limbico (Cunningham & Souza, 1993) como el hipocampo o la amigdala,
con los cuales la CI tiene relaciones anatémicas y funcionales (Kiefer, 1985).

De lo anterior se desprenden dos trabajos, el primero disefiado para evaluar
el papel de la corteza insular en el condicionamiento inmunosupresor descrito por
Ader y Cohen (1975) en el que se aparean sacrima y cyclofosfamida, en virtud de
que este modelo es el que mejor caracterizado esta hasta el momento. El segundo
trabajo pretende estudiar la participacion de otra estructura relacionada a la corteza
insular como es la amigdala y avnzar en la caracterizacion del papel de estas en el
condicionamiento de la respuesta inmune.



Trabajo #1
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Efecto de lesiones Lxcitotdxicas de la Corteza Insular en el
Condicionamiento Inmungsupresor

Introduccidn:

De la revision de la literatura se puede concluir lo siguiente: Existe evidencia
de la relacion entre 1a corteza insular y el condicionamiento aversivo a los sabores;
de las relaciones anatomico-funcionales entre esta region cortical y estructuras
involucradas en la neuroinmunomodulaciéon. También hay evidencia de una
posible relacion entre ef CAS y el CIS (ambos pueden ser concebidos como casos de
condicionamiento interoceptivo). En este contexto, el proposito general del primer
trabjo serd determinar los sustratos neurales del condiclonamiento de la respuesta
inmune. Especificamente, el objetivo serd evaluar los efectos que lesiones de 1a CI
tienen en la adquisicion de una tarea de C1S, como la descrita originalmente por
Ader y Cohen (1975), quienes aparean sacarina y ciclofosfainida, debido a que este
modelo de condicionamiento de la respuesta inmune es el nds estudiado y del que
mis informacién se tiene. En el condicionamiento de la respuesta inmune, camo se
menciona en el capitulo V, el apareamiento contingente’ de sacarina y
ciclofosfamida provoca que el estimulo gustativo por si sola induzea una
inmunosupresion condicionada. La manera de medir esta inmunosupresion, en
general, es mediante Ja titulacion de jos anticuerpos presentes en el suero de las
animales, y una de las técnicas mds sencillas y mejor establecidas es la de
hemaglutinacion. Una vez establecido el fendmeno utilizando la misma téenica de
titulacion que-Ader y Cohen, se utilizara la técnica de ELISA porque tiene mayor

sensibilidad y puede arrojar datos en una escala intervalar y no ordinal como es el
caso de la hemaghitinacidn dirvecta

La variable dependiente es la respuesta inmune de animales entrenados en el
CIS, la cual podri ser determinada mediante los titulos de anticuerpos de una
respuiesta inmune primaria medidos mediante hemaglutinacion directa o ELISA,
utilizando el suero de los animales como fuente de anticuerpos, y los eritrocitos de
camere come antigeno. Se espera que los animales que muestren el efecto
condicibnado sobre 1a respuesta inmune producto del €IS, tendran titulos bajos de
anticuerpos para eritrocitos de carnero y aquellos gque ne-presenten
inmunosupresion condicionada deberan tener titulos de antivuerpos normales, e
decir, acordes a una respuesta inmune primaria.
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Adicionalmente se evaluard la expresion del CAS por medio del consumo de
sacaring, que comparado con el consuma basal de agua dard un indicador de
aversion o preferencia.

La variable independiente es la lesion de ta Cl, fa cual se reabizard con
infusiones bilaterales de N-metil-D-aspartaro (NMDA) en la C1, con lo se obtienen
lesiones en donde se afectan preferencialmente somas neurales, dejando las fibras
de paso intactas. Esta téenica de lesion, permite ademds obtener lesiones mds
precisas y delimitadas por la cantidad de solucion infundida, permitiendo resolver
preguntas acerca de la participacion de las células susceptibles a esta taxina, en ol
fenameno a estudiar, dejando a un lado la discusion acerca de la participacion
de las fibras de paso.

Cabe sefialar que se utilizara 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 la adquisicion de tareas de aprendizaje
(Bermudez y McGaugh, 1991).

Hipditesis:

Los mecanisimos neurales necesarios para la adquisicion del CIS se llevan a
cabo en las células de la CI Por ello, se requiere de la integridad de la CI para que el
CIS pueda ser adquirido por el animal, lo que implica que las lesiones quimicas de
la corteza insular han de impedir la adquisicion del C15, observandase que 1) los
animales con lesiones de la CI y los cuales hayan sido entrenados en el CIS por
medio del apareamiento de sacarina y ciclofosfamnida y en su momento reexpuestos
al estimulo condicionado, presentardn titulos de anticuerpos en ranges normales v
estadisticamente diferentes de los titulos de anticuerpos en animales condicionadas
intactos o con lesiones control, en estos Gltimos, los titulos de anticuerpos serin
significativamente menores debido al efecto inmunosupresor condicionado,
mientras que los titulos normales reflejaran ausecia de efecto condicionado.



Método
Sujelos:

Se ulilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 6 semanas de edad, situadas
enun ciclo invertido de luz obscuridad de 12:12 horas dentro de o cuarto aséptica,
separadas y marcadas en cajas individuales. Todos los experimentos se efectuaron
durante la fase obscura del ciclo. Antes de comenzar el experimento  todos los
animales fueron desparasitados con una solucion de Averdan® al (1L.5% (150 ml por
animal), para tener un cierto grado de homogeneidad de la respuesta inmune al
disminuir las modificaciones en la inmunidad debidvy a pardsitos. A todo lo large
del experimento fos animales se mantuvieron con comida y agua ad libitton excepto
durante los procedimientos para establecer la linea base de consumo de agua. La
razdn por la cual s¢ 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 inayor actividad;
ademds se establecen de manera mds precisa las fluctuaciones homeostaticas de las
diferentes ciclos circddicos, de los cuales, algunos como el ciclo de secrecion dé
corticoesteroides, afectan los niveles de la respuesta inmune.

Lesiones:

Las lesiones se realizaron mediante técnicas esterotixicas en dos estructuras
de la corteza cerebral, utilizando las siguientes coordenadas: corteza insular, AP
+1.2, L 455y DV -5.5; corteza parietal, AP +1.2, L 4 y DV -1.5. Para producir la
lesion se utilizo NMDA, ya que se ha reportado que lesiones excitotoxicas con
NMDA en la CI interfieren con la adquisicion del CAS (Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991). EI NMDA (Sigma Co., St Louis, MO; 10 mg/ml en una solucion
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 pequeio tubo de
polietileno (PE-10, Becton Dickinson Co., Parsippany, NJ) con una microjeringa
Hamilton (Hamitton Co., Reno, NV) colocada en una bomba de infusion (SAGF
Co.). Cada animal recibid inyecciones bilaterales de 0.6ul de fa solucion con NMDA,
la cual fue inyectada durante un lapso de 2 minutas, cou la ayuda de fa bomba de
flujo constante. Despuds de la inyeccidn, la aguja se dejo durante 3 minutos mas
para permitir la difusion del fluido.



Condicionamiento:

Antes del entrenamiento en el CI5, todos los animales tueron privados da
agua durante 24 hrs, para determinar La linea base del consumao de agua durante los
4 dias siguientes (10 min de consumo 2 veces al dia 91\111—‘9[3111). El quinto dia se les
presento la sacarina a las 9:00am en una probeta graduada para medir su consumo,
permitiéndoles beber durante 10 min, inmediatamente después se les invecto
50mg/Ky de ciclofosfamida (Sigma Co., St Louis, MO) intraperitonealmente,
dejindoles nuevamente el agua ad libitun 5 hrs después del apareamiento de los
estimulos. Se dejo el agua ad libitum durante 15 dfas, durante los cuales se dejo
pasar el efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida. Después de estos 15 dias de
espera, se privo nuevamente a los animales para determinar una segunda linea base
de consumo de agua, la cual durd también 4 dias. Al 59 dia, 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
dltimos dos dfas. Asi se obtuvo un indicador de la aversién o preferencia al sabor,
en donde la aversion estard 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.

Inmunizacidn y Titulacion de Anticuerpos:

Al.quinto dia de la segunda lfnea base y 30 minutos antes de la reexposicion
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) en la primera serie de
experimentos y con lisozima de gallina (500pg/kg) en la segunda. Se tomaron
muestras de sangre obtenidas por medio de un pequefio corte en la cola de la rata
(Akana, Scribner, Bradbury, Strack, Walker y Daliman,, 1992), a los 4 (muestra A), 8
(mB) y 12 (mC) dfas después de la inmunizacién, de aproximadamente 1.5 ml de
sangre, cada una de estas muestras se dejo durante 4 hres a 36 C° para permitir ka
formacion de un codgulo que facilitara la separacion del suero. Después de esto, las
muesiras de sangre se centrifugaron a 3500 rpm para separar el suero con ura
pipeta calibrada en 100ul, obteniendo un volumen final de suera de
aproximadamente 6004 por muestra.

Para hacer la determinacion de los titulos de anticuerpos en el suero, se
utilizo en la primera serie de experimentos la técnica de hemaglutinacion directa,
debido a que es ana téenica facil de instrumentar, regularmente usada en otros
experimentos de condicionamiento inmunosupresor, y que estd muy bién
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establecida para determinar anticuerpos en suero (Gatermann, Mever v Wanner,
19921 Se hicteran las adecuaciones correspondientes para el presente experimenta,
en donde se wtilizaron los eritrocitos de carnero coma antigeno v al siero de fa rata
como la fuente de anticuerpos. Inicialmente tos sueros son calentados o 56 durante
15 min para eliminar el camplemento y evitar asi la lisis de los eritrocitos. Se
tilizaron placas de microtitulacion de 96 pozos, en estos pozos se colocan 30ul de
salucion salina fosfato con gelatina al 0.1% (55F¢G), para asi colocar 50p1 del suero
y hacer las diluciones para la determinacion, de manera tal que el primer pozo
estard 4 una dilucion 1.2 y el dltimo de 1:256. Si ¢l 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 25ui de eritrocitos de carnero al
1% en SSFeG, dejdndose agitar durante 30 min , al final de los cuales se refrigera
para tomar las lecturas at dia siguiente. Cuando se observa la aglutinacion de los
eritrocitos, se le denomina como positivo, y se cuantifica con respecto a la dilucion
en donde se encuentre el dltimo titulo positivo, siendo este el titulo final de Ja
muestra. Cabe sefalar que todas las muestras se hacen por duplicado, v cuando se
observan discrepancias entre una misma muestra se procede a repetir la prucba
para dicha muestra.

En la segunda serie de experimentos se inmnunizé a los animales con
ovalbumina diluida (2mp/300p1) en solucion salina (0.15M), vy se inyectod
mtraperitonealmente 300! de la solucion a cada animal.

Para hacer a titulacion de anticuerpos por medio de la téenica de ELISA, se
fija el antigeno (Ovalbumina) a la placa diluyendo éste en amortignador de
carbonatos (10 mg/100ml, el amartiguador se prepara al 1% y se ajusta a pH 9.6),
dejando 50 yl de la solucion en cada pozo de las placas de ELISA de Y6 pozos
(Maxisor Nunc) durante toda la noche. Se quita la solucion con el antigeno v se fava
con PBS, después se colocan 10041 por pozo de la solucion bloqueadora, Ja cual es
teche descremada en PBS (al 5%) con Tween-20 (0.05%), dejindose agitar
vigorosamente durante 2 minutos y despues reposar durarte 2 lws a 37°C. Se lavan
nuevamente las placas con PBS, asegurdndose al final que la placa guede
completamente seca. Se agregan 50pl del primer anticuerpo diluido en sofucion
bloqueadora en una proporcion 1:100, después de esto se incaba a 377.C durante
dos horas.

Se agregan 30pl del segundo anticuerpo (IgG de carnerv anti-IoM de rata)
después de haber repetide el paso de avado. El segundo anticuerpo se diluve
{1:15000} en solucion bloqueadora v se incuba a 37° C por dos horas. Para revelar,
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se lava fa placa v se agregan 30pl de solucinn reveladora (ABTS 50mg en 1ml de
agua desionizada con deido citrico al 0.1M y Tpl de H202). La placa se incuba a 37
C por 10 minutos. Se lee con el espectrofotdmetro a 3404 con 600X de reterencia.

Histologia:

Con el fin de observar el tugar en donde se realizG 1a lesion se efectuaron las
técnicas histologicas de Nissl y la de Colinesterasa modificadas de Paxinos v
Watson (1982) en cortes coronales de 40mm del cercbro fijado con
paraformaldehido al 4% en una solucion amortiguadora de fosfatos {(pH 7.4). Una
vez montados y tefiidos se observan al microscopio 6ptico y se eliminan aquellos
animales en los que la lesion no se localizd en la region descada.

Es importante sefialar que se realizaron 3 experimentos; el primero sirvia
para ver el efecto de las lesiones de corteza insular en la adquisicién del CIS, el
segundo se realizé para evaluar el efecto de las lesiones de corteza insular en la
respuesta inmune normal y el dltimo se efectud con el fin de observar si las lesiones
de corteza insular afectaban la inmunosupresion causada por la ciclofosfamida.



18 Serie de Experimentos

Efecto de la lesion de Corteza Insular en
la Inmunosupresion Condiconada
Evaluacion por medio de Hemaglutinacion directa

I'rocedimiento: _

Para evaluar el efecto que las lesiones de CI tienen en el CI5 se utilizaron
cinco grupos, un grupo control intacto (CS n=8), uno lesionado en Cl (CS-1xCI
n=10), otro con lesion 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, coma un
control cortical, ademds de que esta region cortical esta involucrada en otros tipos
de aprendizaje. Se utiliz6 ademds un grupo con lesion fantasma en la C1{CS-ShC),
al cual solo se le inyectd {a solucion amortiguadora de fosfatos (0,IM, pH 7.4) en
fugar de fa solucion con NMDA. Finalmente se presenta también un control del
condicionamiento que es utilizado frecuentemente en los experimentos de CI5
(Ader y Cohen, 1982; O'Reilly y Exon, 1986), el cual es un control intacte al que se le
da el apareamiento de SAC y ciclofosfamida sin reexponerlo a la SAC (C50), con el
cual se puede aislar el efecto condicionado y hacer evidente que la
inmunosupresion condicionada es causada exclusivamente, como efecto de la
reexposicion a la sacarina y no como efecto a largo plazo de la ciclofosfamida. En el
dia 0 (Ver Cuadro 1 para aclarar los tiempos del protocolo experimental) se
tomaron muestras de sangre de tedos los animales, aproximadamente 1.5 ml por
animal, las cuales servirfan como linea base de los anticuerpos para eritrocitos de
camnero, esperando titulos cercanos a 0, debido a que los animales no habian sido
expuestos antes al antigeno. Tres dfas después los grupos C5-LxCI, CS-LxCP y CS-
ShCI fueron operados, provocando lesiones quimicas a los primeros dos grupos,
mientras el tercero fué operado en las mismas condiciones que los otros dos,
inyectando el vehiculo en lugar de fa solucién con NMDA, con el fin de observar si
ol efecto de 1a lesion era causado exclusivamente por el NMDA. El dia 12 a las 9:00
am se le quitd el agua a todos los animales y al dia siguiente se comenz6 a tomar el
consumo de linea base. El dfa 16 a todos los grupos se les di6 la adquisicion del CIS,
es decir el apareamiento de sacarina y ciclofosfamida. Se esperd 15 dfas para que
pasara ¢l efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida, de tal manera que el dia 31 se
volvié a privar a los animales de agua reexponiéndalos a la SAC el dfa 35, excepto
al grupo CSo, al cual se le presentd agua destilada en lugar de sacarina. En éste
mismo dia se inmunizé a todos los animales a las 8:30 am, es decir 30 min antes de
1a reexposicion ala SAC. Asi, los dias 39 (mA), 43 (mB) y 47 {mC) se tomaron las
muestras de sangre.
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Coadro L Protocoly experimental de fos tres experimentes. ml Bzmuestra de lnea base, s weson
mB= muesten B mCs muestra Co Ly fesion; Sac=sacacing; Cy= ciclofostameda: Lot on on
erttrocttos ale caraery, el siQuo « representa el apareaniento, mentras ol - owdion que e i o
procedindento o wusmo dia. ELpimto mdica la aplicacton del tratamicuto,

Dias
Exparimentol 3 o2 16 20 35 9 9 ¥
Trstamiento LB Lx Sac+Cy . Sac  mA mB mC
Ccs (] (] e 8 o & ¢
CSo @ @ & @ 6 o
CS-LaClH [+] @ [ 6 © 9 a a
CS-1acp [+ (] ® g @ e & @
CS5-5hCl (2] [ o e @ & @ ¢
Experimento 2
Tratamiento  mlB Lx Sac+Sal I-Sac mA mBwnC
Cul © [ G o Q@ e ©
1ACl (] ? & a O & O 0
Experimento 3
Tratamiento  mlB  Ix [-Cy mA mB
Cted @ o ¢ [ ] L
LxCl & 8 6 9 @ &

Resultados:

Se observo que en la muestra basal de suero, todos los grupos presentaron
titulos bajos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero con medias cercanas a 0, lo
que implica la ausencia, o la existencia de muy baja cantidad de anticuerpos que
cruzan con los antigenos del eritrocito de carnero en los animales no inmunizados.
Para el andlisis de datos de los titulos, se utilizaron pruebas no paramétricas, en
virtud de que los titulos estdn expresados en una escala ordinal. Para ver las
diferencias entre los grupos se utilizo la prueba de Kruskall-Wallis y para las
comparaciones entre grupos la U-de Mann-Withney. En la Figura la y 1b se
inuestran los resultados de las hemaglutinaciones de los dias 0 (mLB), 39 (nA), 43
(mB) y 47 (mC), en donde se observa que los grupos CS, CS-L.xCP y el €S-ShCl
presentan titulos de anticuerpos muy bajos en todas las muestras, lo que se debe al
efecto del CIS. El grupo CS-LxCl mostré significativamente mayor cantidad de
anticuerpos al ser comparado con los grupos CS , CS-LxCP y CS-ShCl en las dos
primeras pruebas mA y mB (p<0.01 y P<0.05 respectivamente). Sin embargo, en la
iltima ntuestra las diferencias no fueron significativas, con una P=0.08. El grupo
CSo presentd titulos de anticuerpos significativamente mayores comparadn a los
grupos CS, CS-L.xCP y CS-ShCI durante las tres muestras (mA P<0.01, mB P<0.05 v
mC P<0.05), lo cual demuestra que la inmunosupresion observada en los otros tres
grupos es exclusivamente causada por el condicionamiento. Cabe por ltimo
mencionar que en ninguna de las tres muestras se obtuvieron diferencias entre los



grupos €5, CS-ExCP y CS-5hClL o cual implica en que las lesiones de la corteza
parictal no tuvieron ninguin efecto en la adquisicion del CIS y que o efecto es
causado exclusivamente por las lesiones inducidas por el NMDA enla CL
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Figura 1, Se muestra vl efecto de las lesiones de Clen Inadguisicion del CIS y CAS. En In Fig Ta s presentan
los titulos de auticuerpos para eritrocitos de cariero (eje Y) durante los muestrus Ceje X) v linea buse y ln
nthestrit A 44 dias despuds de la inoaizacion) . En In figura 10 se presentat los titados de anticuequos de fa
muestras B (8 dlas) y C (12 dias). En lo Fig 1¢ se representan los resilindos del consumo de saearisn con
respecto e linea base e los tres diferentes gripos (el consumo basal de agun de los siltimos dos dins
veprescntit ol 100% ). En aibas grdficas fos asteriscos implican diferencias significntions (p<.01) compuramio

contra fos cantrofes (CS). Bl grupo CSo no se presenta en I figura Te debidp a qtie 1o fué reexpuesto n fa
SACHFiN

Para evaluar el CAS se tomd el porcentaje de consumo de sacarina con
respecto al promedio de tos Gtimos dos dias de linea base (consumo de sacarina/el
consumo promedio de 2 dias de linea base x 100}, De tal manera que los datos
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cercanos al 100% implican una preferencia, mientras que la aversion estard
expresada por valores que sean cercanos al 50%. Andlisis de varianza de una via,
mostrd que en el porcentaje del consumo de sacarina de el dia 35 hubo diferencias
significativas entre los grupos controles v el CS-LxCI (F5 8= 79.4; p<0.001). En fa
figura 1¢ se puede apreciar que los animales de los grupos CS, C5-5hCl y CS-LaCP
presentaron una marcada aversion a la sacarina, 1o que indicé la presencia de un
CAS en estos animales. El andlisis post-loc de los datos del consimo mostra que el
rupa CS-LxCI presentd una significativa disminucion en la aversion a la sacarina
al ser comparado con los grupos €S, CS-ShCl'y CS-LxCP (p's <0.01).



Efecto de 1a lesion de Corteza Insular

en la Respuesta Inmune Normal

Procedimiento

Con el propasito de evaluar el efecto que las lesiones de C tienen en la
respuesta inmunologica normal, esto es, sin ningiin tipo de condicionamiento, se
efectud el siguiente experimento. Se utilizaron dos grupos de animales: un grupo
control intacto (Ctrl n=8) y otro grupo lesionado en la cl (LxCIn=8). En el dia 0 del
protocolo experimental {ver Cuadro 1) se tomaron muestras de sangre de linea
base, en el dia 3 los animales del grupo LxCl recibieron la lesion en la Cly 9 dias
depués a ambos grupos se les privo de agua desde las 2:00 am para que al siguiente
dia se tomara la linea base del consumo de agua. El dfa 16 se les presentd sacarina
seguida inmediatamente después por una inyeccion ip de solucion salina isotonica
{0.15M, pH 7.4). El dia 31 se privé de agua nuevamente a los animales para que el
dia 35 fuesen inmunizados (8:30 am) y 30 min después reexpuestos a la sacarina.
Los dias 39, 43 y 47 (mA, mB y mC respectivamente) se tomaron las muestras de
sangre. Cabe senalar que el protocolo de este experimento (ver Cuadro 1) ¢s
exactamente igual que el del anterior, con la salvedad de que estos animales no
recibieron I inyeccion de ciclofosfamida y en lugar de ello solo se les inyecto salina.

Resultados:

Iin Ja 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 la lesion de CI no afecta la respuesta inmune primaria de la rata,
puesto que los titulos de anticuerpos en los dos grupos fueron muy similares, sin
observarse diferencias 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 inmunizacion, con
lo cual se tiene un dato de Ia respuesta inmune que puede ser comparado con los
grupos que fueron expuestos al condicionamiento, pero que por el momento indica
claramente que las ratas con lesiones en CI responden normalmente ante un‘reto
antigénico. Los datos referentes al consumo de sacarina mostraron una clara
preferencia por el sabor en la reexposicion del dia 35 para ambos grupos (Cirl x=
121 45 ; LxCI x=11746), lo cual pone de manifiesto otra vez, que las lesiones de CI
no afectan la discriminacion de los sabores ya que las ratas con lesion quimica de
esta region presentan preferencia al sabor al igual que los controles intactos,
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del din 35, sequada exposicion al estfmido gustative.



Efecty de 1a lesidn de Corteza Insular
en la Inmunosupresién Causada por Ciclofosfamida

Procedimiento: '

Este experimento se realizd para determinar los efectos que las lesiones de a
Cl tienen sobre a inmunosupresion causada por la ciclofosfamida, para ello
utilizamos un grupo control (Ctrl n=8) y un lesionado en CI (LxCI n=8). En el dia 0
del protocolo experimental se tomaron muestras de sangre de los animales,
efectudndose las lesiones en el grupo LxCI el dia 3. Ambos grupos se inmunizaron
en el dia 12 a las 8:30 am y 30 min después se les inyectd 50mg/ky de
ciclofosfamida, se tomaron las muestras de sangre a los 4 y 8 dfas después de la
inmunizacién, ¢5 decir los dfas 16 y 20 del protocolo, durante los cuales el efecto
inmunosupresor 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 muestra de linea
base para ambos grupos (mLB). Las lesiones de CI no causan ningtin efecto en |a
inmunosupresién causada por la cilcofosfamida, ya que los titulos de anticuerpos
en las wwuestras de los dias 16 y 20 se mantuvieron muy bajos sin observarse
diferencias significativas entre los grupos (ver Figura 3).

504 ng
404
§ 0 ~- Ctd
) )~ xCt
g 309
E
b
e 201
Q
§ 104
o . TR A, .
0 12 15 i 20
(mLB) ﬁ» (mA) {mB)
Inmunizacién

Figura 3. Efecto de I lesion de CLen ln imnunosupreside cansada por la ciclofosfamida.Se presentan los
titudos de anticuerpos (cje Vi durante Ins 3 diferentes staestras. mLB, mA y B,y 8 dins respectivamente,
despuds e fa inmizavién o fnyeccion de I ciclofosfamida (cje X).. Notese gne la escali de los titulos o
difereate 3 ln presentida en las figyras 1y 2.
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Resultados Histoldgicos:

Al observar los resultados histoldgicos se encontrd que by mavoria de fos
animales fueron lesionados correctamente, sin embargo algunos presentaron
lesiones solamente unilaterales o bién mas mediales o ventralis a by region objetivo.
De esta manera se eliminaron fos animales con lesiones inadecuadas, de fos andlisis

antes presentados, obteniéndose las Ns sefialadas en las secciones correspondientes

al procedimiento de cada experimento.

Ap= Bregma +0.7 mm

Ap= Bregma 4

Fignra 4. Representacion esquemdtica de los cortes histolégicos en dondde Ins regiones puatendas marcan ¢l
drea de la lesion mds grande y las obsciras 1 lesion mis pequena, se esquematiza del lado izqiicrdo hn lesion de
la Cly del Iado derecho In de corteza parietal.



28 Serie de Experimentos

Efecto de la lesion de Corteza Insular en
la Inmunosupresion Condiconada

Evaluacién por ELISA

Para evaluar mds detalladamente y para corroborar nuestros resultados,
utilizamos la técnica de ELISA para medir la produccion de IgM anti-ovalbumina
(OVA) en animales condicionados. 46 ratas experimentaimente ingénuas fueron
separadas y agrupadas en las mismas condiciones que en la primer serie de
experimentos, tadas las otras condiciones experimentales se mantuvieron idénticas
alas delos anteriores (ver Cuadro 1).

Las condiciones de inmunizacion y titulacion de anticuerpos se describen en
detalle en la metodologia general del trabajo.

Rersultados

Se puede observar en a figura 5, Ia produccion de IgM anti-ovalbiminaenla

muestra basal de sangre y en las tres muestras tomadas después de la
inmunizacion. El andlisis estadfstico a través de ANOVA, mostré diferencias
significativas entre grupos (F(4, 38) = 44.87 p < 0.001), indicando un efecto
significativo del tratamiento, El andlisis también arrojé diferencias estadfsticas entre
las diferentes muestras (F(3,114) = 81.813 p <0.001), con interaccion entre
tratamiento y dfas (F(12,114) = 17,45 p <0.001). En la muestra de lfnea base no se
observaron diferencias estadisticas entre los grupos. Las diferencias entre grupos se
presentaron en las muestras tomadas después-de la inmunizacion; mA (F (4,38)
=31.72 p < 0.001), mB (F (4,38) = 54.143 p < 0.001) and mC (F (4,38) = 7.204 p <

0.001). El andlisis post hoc de Sheffe mostro diferencias entre los grupos CSoy CS -

en las mustras A, By C (p's <0.01), indicando que la baja produccion de IgM en los
grupos CS, LxCP y ShCT es un efecto de la reexposicion al estimulo condicionada.
los animales condicionados con lesion en corteza insular mostraron diferencias
estadisticas al compararse con los grupos CS, ShCl y LxCP en las muestras A (p's
<0.01), B{p’s <0.01) y C (solo LxCI vs C5 p <0.01).
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La aversion condicionada al sabor se presentd en los animales de los grupos
LxCP, ShCI y CS, y fue afectada notablemente en los animales del grupo LxCl como
se esperaba (Porcentaje de consumo de sacarina: C5 Media=9.93 EEM=0.87; L.xCl
Media=114.17, EEM 8.57; LxCP Media=13.78, EEM=3.27; ShCI Media=17.15,
EEM=3.78). Debe anotarse que fos animales consumen aproximademte entre {2 v 19
ml de agua en cada sesion de 10-min y que no se observan diferencias en el
consumo entre los diferentes grupos. Ademds, ef consumo de sacaring durante fa
adquisicion no es diferente entre los animales lesionados y no lesionados, aungue
con un pequefio pero no significativo incremento en fos animales con fesion en {a
corteza inular.

En este experimento también se evaluo el efecto de la lesion en corteza
insular en fa produccion normal de IgM (usando el mismo procedimiento descrilo
en la Cuadro 1) con 12 ratas Wistar Macho (Ctrl, n=6; LxCI, n=6), Los resultados
mostraron que las lesiones de corteza insular no afectan la produccion normal de
IgM anti-OVA, como se observa en la figura 6. No se presentaron diferencias
estadisticas entre los grupos en ninguna de las muestras, Sin embargo claramente la
produccion de IgM en estos grupos es mayor que la observada en los grupos
condicionados, probablemente debido al uso de {a ciclofosfamida en estos animales.
Este efecto también se observo en la primera serie de experimentos (Ver Figuras 1 v

2).
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Trabajo #1
DISCUSION

El resultado principal de estos experimentos fue que fas lesiones induenday
por NMDA en la CI pero no la corteza parietal, interrumpen ta adquisicion de la
inmnunosupresion condicionada. Consecuentemente, en el primer experimento
vimos que los animales con lesiones Cl condicionados, no mostraran el efecto el
condicionamiento inmunosupresor como se indica con fos titulos de menor
hemaglutinacion a SRBC. Un resultado  similar se repitio en el segundo
experimento utilizando un antfgeno diferente y una metodologia mas precisa para
detectar los anticuerpos. Asimisimo, la respuesta inmune humoral normal no se ve
afectada por las lesiones CI determinadas por la hemoglutinacion y en la
produccion de IgM medida por ELISA. Ademds, Ia accién inmunosupresora de la
ciclofosfamida no se ve afectada por las lesiones ClL. Dicho efecto parece ser
exclusivo para las lesiones Cl, ya que Jas lesiones sham PC e CI no atectaran la
inmunosupresién condicionada. El descubrimiento que los animales con lesiones
del CI no adquieren la inmunosupresidn condicionada ni el condicionimiento
aversivo al sabor (aunque las lesiones Cl no afecten la discriminacion del sabor)
parece indicar que la CI participa en la regulacion del mecanismo asociativa del
condicionamiento ininunosupresor, como se ha propuesto en el condicionamiento
aversivo al sabor (Garcia et al,,1985).

El condicionamiento de la respuesta inmune sugiere que el CNS debe recibir
infermacion sobre los cambios que ocurren en el estado inmune, y también que el
sistema nervioso es capaz de ajustar la respuesta inmune. Se ha notado que la
amigdala (asf como otras dreas del cerebro) responde a cambios inmunes, y que
puede tener un papel importante en modular la respuesta inmune (Galkina,
Al'perina, Podgornaia & Devoino, 1990; Masek, Pterovicky & Seifert, 1992;
Cunningham & Souza, 1993; Nistico, Caroleo, Arbitrio & Pulvirenti, 1994). La Cl
tiene relaciones anatdmicas con estructuras Mmbicas, sobre todo con la amigdala
(van der Kooy et al, 1984), Ia cual tiene proyecciones bidireccionales con la Cl,
abservada anatdémica y electrofisioldgicamente (Lasiter, 1982; Pascoe & Kapp,
1987). Por lo tanto, es posible que la amigdala sea la puerta de entrada para ta
informacién inmune que la CI requiere para desarrotlar el CIS. En experimentos
para evaluar los efectos de las lesiones excitotoxicas de ta amigdala v la CI sobre la
adquisicion del aprendizaje visceral, como el condicionamiento aversivo al sabor,
se ha abservado que las lesiones de 1a CI, pero no de la amigdala, interrumpen ia
adquisicion del condicionaniento visceral (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991;
Diunn & Everitt, 19688). No obstante, no queda claro el papel de la amigdala en {a
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inmunosapresion condicionada, v existen experimentos actuales para tratar -t
asunt.

Se descanoce el sistema efector par medio del cual la CI podria modular
respuestas inmunes; sin embargo, es posible que otorgue un poco de juz el estucdso
de la madulacion inmune ejercido por el sistema nervioso autonomo. La Clestd
conectada directa v bidireccionalmente con el nicleo del tracto solitario (Cechetto
& Chen, 1990; Norgren, 1978); dicho nicleo es la puerta de entrada de toda la
informacian visceral y es un modulador crucial del sistema nervioso autonamo. Fl
sistema nervioso autonomo es ua camino importante por el cual el CNS modula fas
respuestas inmunes, ya que existe una inervacion simpdtica directa del tepdo
linfoide (Felten, Felten, Carlson, Olschowka & Livnat, 1985; Reder, Karaszewsk &
Armason, 1989; Heilig, Irwin, Grewal & Sercarz, 1993). Estas relaciones anatamicas
de la CI'v su papel en el aprendizaje y la memoria de tareas motivadas
aversivamente (Bermudez-Rattoni et al, 1991; Bermidez-Rattoni & McGaugh, 1941
hacen de esta estructura un buen candidato para el control de los mecanisiios
neurales fundamentales de la asociacian entre el estimulo gustativo y el efecto
inmunosupresor de la ciclofosfamida.

Existen evidencias para sugerir que la neocorteza puede participar en la
modulacion de Ia inmunidad (Neveu, 1992; Watkins, 1994). Se ha repartado que las
grandes lesiones neocorticales unilaterales det I6bulo frontoparietooccipital afectan
varios pardmetros de la respuesta inmune en si de forma asimétrica (Neveu, 1988;
Betancur, Neveu, Vitiello & Le Moal, 1991). Segiin nuestros resultados, las lesiones
en la CI afectan la respuesta inmunosupresora en los animales condicionados,
dejando sin cambio la respuesta humoral inmunolégica no condicionada normal.
Las lesiones realizadas en el trabajo de Neveu y colegas no incluyen la CT; por eso
puede ser que dichos datos no se puedan generalizar a la CI, pero es importante
analizar mds el efecto de fa Clen otros pardmetros de la respuesta inmune normal
y condicionada. No obstante, esto sugiere que en realidad la neocorleza puede ser
un modulador importante del sistema inmune. Sin embargo, todavia hay que
averiguar el papel preciso de la CI en la inmunosupresion condicionada. Sobre
todo hav que investigar la naturaleza del estimulo no condicionado a fin de

entender como respande el cerebro v como puede darse el mecanismo asociativo,

En conclusion, los resaltados de las presentes experimentos indican que fas
lesiones NMDA de la CI interrumpen severamente fa adquisicion det CIS, lo cuat
sugiere que la mtegridad funcienat de la CT es necesaria para la integracion neural

de los estimufos involucrados en ef condicionamiento innunosupresor.
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Efecto de las lesiones de Corteza Insular y Amigdala en la
Adquisicion y Evocacion del Condicionamiento Inmunosupresor

Conlos trabajos previamente presentados, hemas podido demostrar que las
lesiones excitotoxicas de la corteza insular impiden la adquisicion del
condicionamiento inmunosupresor, pera ho atectan la respuesta immune normal ni
la inmunosupresion causada por la ciclofosfamida. El.efecto disruptor se pudo
evidenciar evaluando a animales inmunizados con eritrocitos de carnero y
titulando los anticuerpos con hemaglutinacion directa, al igual que en los trabajos
originales de Ader y Cohen (1985). Asi también, animales inmunizados con
ovalbumina y evaluados mediante la titulacion con una técnica de ELISA, nos
permitieron replicar los resultados antes meniconados.

La dnica manera en que podemos evaluar un aprendizaje es por la expresién
de la conducta que este ha inodificado. Sin embargo, en psicologfa se han generado
conceptos tales como adquisicion, consolidacion, almacenamiento y evocacion, los
cuales se refieren a partes de un continuo proceso de aprendizaje y memoria. En las
neurociencias se pueden utilizar diferentes estrategias para disecar las diversas
facetas de este fendmeno, una de ellas es con la modificacion de los pardmetros
temporales en los que se efectua la manipulacién del sistema nervioso para
observar un efecto en la expresién de la conducta modificada por el aprendizaje.

En el caso del CAS se ha visto que las lesiones de corteza insular efectuadas
antes del ensayo de adquisicion de la tarea, afectan la aversién condicionada. De la
misma manera, al efectuar las lesiones después del ensavo de adquisicion se
observar que los animales no presentan el condicionamiento. Esto implica que la
corteza es necesaria min después de que el aprendizaje se ha dado y sugiere su
participacion en un proceso asociado a la evocacién del aprendizaje.

Si bién los datos que hemos obtenido hasta ahora indican que la corteza
insular participa en la adquisicion del condicionamiento inmunosupresor, el papel
que juega durante la expresion del condicionamiento se desconoce. Por lo tanto, es
de nuestro interés evaluar el efecto de lesiones en corteza insular efectuadas
después de la adquisicion del condicionamiento inmunosupreso: en la expresion
del misimo. Con esto ampliaremos nuestros datos acerca de la participacién de la
corteza insular en la modulacion de la inmunosupresion condicionada.
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Para continuar analizando los aspectos anatomicos de la regulacion del
condicionamiento inmunosupresor, hemas de estudiar el papel que juegan otras
estructuras nerviosas en este paradigma de modulacion imunoldgica. Es por eso
que decidimos estudiar el papel de otra estructura relacionada a la cortez v insular y
escogimos a la amigdala, debido a que esta estructura nerviosa presenta conexiones
bidireccionales con la corteza insular (Lasiter, 1982) y se ha implicado también en
diferentes fendmenos de .iprendiznje, prinipalmente los que son motivados

aversivamente (McGaugh, Cahill, Parent, Mesches, Coleman-Mesches, & Salinas,
1995).

La amigdala es una estructura considerada como parte del sistera limbico y
la cual juega un papel escencial en muchos aspectos del procesamiento de
informacidn emocional. E! papel de la amigdala en la regulacion de las emociones
ha sido ampliamente estudiado, sin embargo en las dltimas décadas se ha
encontrado que esta estrutura es de gran importancia para los procesos de
aprendizaje y la memoria, siendo ahora este problema el que mas atencion ha
recibido. La evidencia que soporta este planteamiento, ha surgido de estudios en
los que lesiones de la amigdala afectan diversos aspectos del aprendizaje y la
memoria en animales y pacientes humanos (Sarter & Markowitsch, 1985). Existen
también dalos que aseguran que la amigdala es de especial importancia en la
mediacién de la memoria influida afectivamente (McGaugh, 1992). La evidencia de
que lesiones de la amfgdala afecta el aprendizaje y la memoria en animales
entrenados en aprendizajes motivados tanto apetitiva como aversivamente, sugiere
que la amigdala puede servir como vinculo entre los estimulos y sus consecuencias
(Gaffan, 1992), y/o que la amigdala puede ser un sitio en donde suceden los
cambios neurales que subyacen la memoria afectiva,

El papel de la amigadala en la regulacion del condicionamiento aversivo a
los sabores es un tema de controversia. Algunos autores han obtenido datos que
sugieren la particiacion de esta estructura en la modulacién de la aversion
condicionada a los sabores (Lasiter & Glanzman, 1985). El grupo de Bures (Gallo,
Roldan, & Bures, 1992) ha encontrado que la aplicacién de tetrodotoxina (TTX)
durante a adquisicion del condicionamiento, produce un déficit importante en la
expresion de éste, lo cual no sucede si se aplica la TTX antes de la adquisicién.
Otros grupos han encontrado que las lesiones con excitotoxinas, ya se NMDA o
Kainato, no impiden la adquisicion del CAS (Bermiidez-Rattoni & McGaugh, 1991;
Dunn & Everit, 1988), sin embargo, estd bién establecido que las lesiones de
amigdala afectan la potenciacion al olor (Fenindez-Ruiz, Miranda, Bermudez-
Rattoni. & Drucker-Colin, 1993), el cual es un aprendizaje que consiste en la
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asociacion de un olor y un sabor, subsecuentemente estos estimulos son apareados
con LiCl, v se induce una aversion tanto al olor como al sabor,

Si bién la importancia de la amigdala radica principalmente en su papel en el
aprendizaje y la memoria, datos recientes han apuntado que la amigdala puede ser
una regién que participa en los sistemas de interaccién neuroinmune.

Se ha observado qe la amigdala cambia su actividad eléctrica durante
condiciones de reto antigénico y con el uso de inmnosupresores (Masek et al., 1992),
también se ha observado que los cambios en el status inmunolégico produce
cambios en las concentraciones de metabolitos de catecolaminas (Galkina et al,
1990), lo cual sugiere que tanto su actividad eléctrica como metabdlica se ve
afectada en situaciones de reto inmunoldgico. En esta region, se expresan receptores
para interleucinas, particularmente 1L.-1 (Cunningham & Souza, 1993). Asi misma,
se ha sugerido que la amigdala regula procesos asociados a los efectos de la
hormona liberadora de corticotropina sobre la actividad inmunitaria (Hauger,
Irwin, Lorang, Aguilera, & Brown, 1993).

De esta manera, la pregunta que se ha planteado es si en la corteza insular se
llevaban a cabo tanto la integracion de los estimulos durante la adquisicion como el
reconocimiento del estimulo condicionado para evocar el efecto inmunosupresor
producto del condicionamiento, ademds, los antecedentes que sefalan a la
amfgdala como una importante estructura en la interaccién neuroinmune v por
que esta esta cercanamente relacionada a la corteza insular, permiten plantearnos la
pregunta acerca del efecto que lesiones de amigdala tienen en el condicionamiento
inmunosupresor. £s asf que el siguiente trabajo tiene por objetivo estudiar el efecto
de lesiones de corteza insular y amfgdala efecluadas antes y después del
entrenamiento sobre la adquisicion y expresion del condicionamiento
inmunosupresor.

Hipétesis

Dados los experimentos previos con lesiones de corteza insular en el
condicionamiento de la respuesta inmune y antecedentes en los que se ha
observado que las lesiones de corteza insular afectan la evocacion del CAS,
esperamos que las lesiones de esta estructura impidan tanto la adquisicién como
expresion del condicionamiento. De esta manera se podria pensar que la corteza

insular participa también en los sistemas efectores de la respuesta inmune
condicionada.



Enel caso de las lesiones de amigdala, el paporama no es tan claro, sin
embargo ¢! hecho de que esta estructura responda ante cambins en el stagns
inmumologico v de que exprese receptores para interleucinas hace pensar que al

menos puede participar en fa adguisicion del condicionamiento inmue.
Método

Los sujetos, téenicas y procedimientos de condicionamiento fueron los
mismos que se utilizaron en el trabajo #1, con la’particularidad de que vn este
trabajo solo se wtilizd la técnica de ELISA para medir la produccion de anticuerpos,
Cabe sefialar que las coordenadas utilizadas para la lesion de la amigdala fueran las

siguientes: AP -2.2, L £4.5 y DV -8.0.

Procedimiento
Se separaron los animales en animales condicionados y animales no
condicionados. Los animales condicionados presentan dos grupos de animales sin
manipulacién quinirgica (Controles), uno de controles condicionados (CS n=9), a
los cuales se les did la adquisicion del condicionamiento y se reexpuso al sabor de
la sacarina; un grupo condicionado no reexpuesto (CSo n=10), al cual se le i ¢l
apareamiento de los estimulos pero no fué reexpuesto a Ja sacarina, el cual es un
control generalmente usado en experimentos en donde se pretende demastrar la
presencia de un condicionamiento inmune, Los grupos experimentales en los
animales condicionados se dividen en dos grupos (Ver Cuadro 2}, uno con lesiones
_previas al entrenamiento (Adquisicidn) y otro con lesiones posteriores al
entrenamiento (Evecacion), cada uno contiene animales con lesidn en corteza insular
(LxCl, adq n=8; evoc n=6), animales con lesion en amigdala (LxAm, adq n=8; evoc
n=8) y sus respectivos controles con lesion fantasma (ShCl, adq n=9; evoce n=7 v
ShAm, adq n=6; evoc n=4), los cuales reciben una inyeccidn bilateral de
amortiguador fosfato al 0.1M el cual es el vehfeulo en el que se diluye ¢l NMDA.

En el caso de los animales no condicionados (Controles de la respuista
inmune), estos tienen tres grupos, un control intacto (Cirl, n=8), uno de lesion en
corteza insular (Ctri-LxCl, n=8) y otro de lesionados en amigdala (Ctrl-LxAm, n=8).
Estos grupos se hicieron con ef afin de determinar si las lesiones de amigdala o
corteza insular afectabar fa respuesta inmune normal,
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Cuadro 2. En el Cuadrose priestra o ovden cronoligreo de

s tratnientos, WLB G nado de b pase: 1
eston g sed on cortent isudar o aniigitatt), Sac=CY Ccondictomamientod, EGramaziccin. S espot o
s sacartmt sy AL By nC g mmestras a4, 8 v £2 dias despads de ta immorizacion

« | Digs 0 3 16 2 37 f AL} 45 ]
Trat mlLB Lx [Sac+Cy| Lx [Sac | mA} mB | mC

Adg X X X X X { X X A

Evoe X X X x x| x A X

s X X X X X \ \

CSo X X X X x \
LxCtrl X X X X \ X

Ctrl X X X X X

Resultados

En el condicionamiento aversivo a los sabores, se puede observar (Fig 1)
come-los animales con lestones de corteza insular consumen mds sacarina gue los
animales controles y los animales con lesion fantasma, esto se observa tanto en
animales con lesion previa a la adquisicion (F 4,35 =21.49 p<0.01) como en animles
con la lesion efectuada posterior al entrenamiento (F 4,29 =19.35 p<0.01). De esta

dmanera los aninmales con lesion en corteza insular presentan un consumo de
sdcarina significativamente diferente de los controles (Adq p<0.01 y Evoc P<0.01)1
sus respectivos sham (Adq p<0.01 y Evoc P<0.01). No existen diferencias

. estadfsticas entre los animales lesionados antes del entrenamiento y los animales

lesionados después, a pesar de que se observa un menor eonsumo de sacarina en
los segundos, esto no representa aversion.

En el caso de los animales con lesién en la amigdala, estos presentan un
consumo proniedio de sacarina por debajo del 50% de su consumo basal de agua, al
igual que sus respectivos sham. No existen diferencias estadisticas entré los
animales con lesion en amigdala y los controles condicionados.
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Fig 1 Se presentan los resultados del Consicionantivato Aversivaa los Sabores, representido por of poreentan
de consyma de saearing con respecto a st linea base de agua, cn animales con lesion excitotoxica (NMD A v
leston fantasma (Buffery en cortoza inswlar v amigdala, antes tadg) y despnds Gevocd de i adynisicidn &t
condicionamicnto. Los asteriscos rpreseatan P< 0.01.

Los resultados de las ELISAs, indican que los animales controles
condicionados presentan un decremento en la produccién de anticuerpos
significativamente menor que los controles no condicionados. Asf mismo se pueden
observar diferencias estdisticas entre los animales de grupo CS y el grupa CSo, lo
cual implica que el decremento en la produccion de anticuerpos se debe a h
reexposicion a la sacarina una vez apareada con ciclofosfamida.

Los animales no condicionados con lesiones de amigdala y corteza insular
presentan un nivel de produccion de anticuerpos semejante al grupo control no
condicionado. Entre estos grupos no se presentan diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo si se presentan diferencias estadisticas con el ANOVA

de repetidas medidas (F 3,6 =88.03 p<0.01) sin presentarse inleraccion (ver Figura
2).
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Fig 2oSe preseatan bos residiados e 1 ELISA para A anti Qvalbumena en iovales fesimados en oot
mstilar wamigdala, v controles sitactos, no semetides al procedimiente de conditionamiento



En el grupo de aomnales condicionados, se observa an et
estadisticamente significativo del tratamiento {lo que implica diterencias vt
grupos) sobre la produccion de 1gM, durante las muestras de los dias 4, 8 v L2 tanto
en lesiones ¢fectuadas antes (Adquisicidn: mA F 544 = 2007 pa00l; mBF S 4 =
1987 p<.01; mC T 544 = 1002 p<d0l) como despuds del cutrenamiento
(Evocacion: mA F 5,38 = 36.65 p<0.01; mB F 5,38 = 4279, p<0.01, mC F 330 = 1170
p<0.01).

Con respecto a lesion de corteza insular efectuada en animales
condicionados, se observa que estos presentan titulos de anticuerpos
significativamente mds altos que ef grupo CS durante todas las muestras después
de la inmunizacion, tanto en lesiones previas (Fig 3) como en las lesiones
pusteriores (Fig 4) a la adquisicion (Adq: mA p<0.01, mB p<0.01; mC p<ii0t: Evoc:
mA p<0.01, mB p<0.01; mC p<0.01), asi mismo, estos grupos presentan diferenciax
estadisticas con respecto a log animales con lesion fantasma en corteza insulay (Adg:
mA p<.01, mB p<0.01; mC p<0.01; Evoc: mA p<0.01, mB p<0.0%; mC p<il).
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Fig 3. Se presentan los resultudos de fo ELISA para [gM de los animales comdicionados y con fesiones
vfectdas antes de 1 adguisicion del condicionnusionto imtunosupresor. Los asieriscos represcetis
difereicias con el control (CS) con una P01,

Los animales con lesion de amigdala efectuada antes de la adquisicion.
presentan ttulos de anticuerpos significativamente mayores que los aninwles del
grupo CS (p<0.01) y que sus controles sham (p<0.01), vease la figura 3. Sin embargo
lalesion de amigdala efectuada despues del entrenamiento, no presenta diferencias
estadisticamente significativa can ninguno de los controles (ver figura 4).
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Trabajo 22

Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos en el CAS, se observa claramente qgue
las fesiones de corteza insular afectan tanto fa adquisicion como fa evocacian vd
condicionamiento por su parte fas lesiones de amigdala no afectan de manera
alpuna este aprendizaje. La anterior replica resullades obtenidos previamente
{Bermudez-Rattoni & McGangh, 1991; Bermudez-Rattoni, Ovmshy, Fscobar, &
Herniandez-Echeagaray, 1995), con la que se corrobora la participacion de fa cortesa
inswar en Jos procesos de adquisicidn y retencion del la aversion condicionada al
sabor.

En el caso de la amigdala, las lesiones parecen no afectar ol
condicionamiento, a pesar de que Jos animales con lesiones efectuadas antes de 1
adquisicion presentan un consumo un poco mayor que los controles intactos, este
resultado no es estadisticamente significativo. Lo anterior parece estar de acuerdo
con algunos otros trabajos en los que se ha observado que las lesiones de amigdala
no afectan al condicionamiento aversivo a los sabores (Bermiidez-Rattoni &
McGaugh, 1991; Dunn & Everit, 1988).

En los trabajos efectuados por el grupo de Bures (Gallo et al,, 1992) en donde
encuentran efectos sobre el CAS con el bloqueo de la amigdala a través del wio de
TTX, la inhibicion de la region la hacen minutos despuds de la presentacica de a
sacarina v previo a la presentacién de LiCl. Los autores discuten el hecho de que fa
inactivacion de la amigdala produce un efecto sobre el CAS menos evidente que la
inactivacion de la corteza insular, sin embargo se plantea la controversia de i la
amigdala participa 0 no en el CAS. De hecho para Yamamoto (Yamamoto, 1993), fa
amigdala es mds importante en la adquisicion del CAS que la propia corteza
insular.

Es probable que los efectos de Jas lesiones de 1a amigdala sobre ¢} CAS sean
dependientes del tiempo, por ejemplo, las lesiones efectuadas cerca del momento
de la adquisicion tienen efectos sobre el CAS debido a que se estan denervando as
fibras amigdalo corticales que pueden causar una alteracion en la corteza ipsular
que explique dicho efecto, mientras que cuando se efectua la Jesion de 1a amigdala
varios dias antes o después de la adquisicion, puden ocurrir mecanismos
compensatorios que permiten restablecer la actividad normal de la corteza insular,

lo cual da lugar a una adecuada adquisicion v expresion de la tarea de aversion.



Los datos obtenidos en la medicion de anticuerpos, demuestraiten primer
fugar Lo presencia de un efecto inmunosupresor condicionado en virtud de quv fos
animales del grupo C5 preseatan diterencias estadisticas contas animales det grupo
CSo. Este efecto condicionado no se presenta en animales con lesion en amigdala v
en corteza insular cuando esta ha sida efectuada antes de fa adquisicion del
entrenamiento, va que los titwdos de anticuerpos en los animales de los grupos
LxAm y LxCl, presentan diferencias estadisticas con el grupo €5, durante todas fay
wmuestras de sangre. En contraste, cuando la lesion es efectuada despuds del
entrenamiento, solo lo animales con lesion en corteza insular presentan tituos de
anticuerpos significativamente mds altos que los animales del grupo CS durante
todas fas muestras, 1o que implica que solo los animales con lesion insular pierden
la expresion del condicionamiento inmunosupresor cuando ta lesion es efectuada
una vez dada la sesion de adquisicion.

Cabe serialar que el hecho de que ninguna de las lesiones haya tenido etecto
sobre la respuesta inmune normal, implica que los efectos observados en ol

condicionamietno se deben a efectos especificos sobre el sistema que controla este
fendmeno. '

Lo anterior permite plantear que las lesiones de corteza insular afectan el
condicionamiento inmunosupresor, tanto al efectuarse antes del apareamiento de
estimulos como después, a diferencia de las lesiones de amigdala, las cuales solo
afectan el condicionamiento cuando se efectuan antes de la adquisicidn. De esta
manera, es posible que la corteza insular esté involucrada en los procesos
relacionados con la adquisicion y evocacion del condicionamiento, mientras que la
amigdala es posible que solo participe en la adquisicién de este aprendizaje.

Con estas datos se refuerza la idea de que la corteza insular participa
activamente en los mecanismos neurales relacionados con el controt conductual de
Ia respuesta inmune, permitiendo que el animal elabore un proceso asociativo tal
que le permita adquirir un condicionamiento inmunosupresor, ademds se anade la
idea de que la corteza insular este participando probablemente en los procesos
neurales que permiten la expresion de este aprendizaje.

Enel caso de la amigdala, su participacion se limita a los procesos asociativos
que permiten que e} animal adquiera un nuevo condicionamiento, pero después de
que el animal ha aprendido la amigdala ya no es indispensable.
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Estos datos diticren de tos obteridoy en el condicionamionto aversivo @ fos
sabores. Encel caso del CAS, Jas lesiones de amigdala no producen efecto alyuae
mientras que cn el condicionamiento mmunosupresor, (as esiones de amigdala
impiden su adquisicion. Esto puede fortalecer en crerta forma la participacion de la
amigdala en el condicionamiento inmunosupresor, debido a que dsta estructura
parece no interferir con aspectos de a representacion sensorial de estimudos
gustativos, fo cual sigue siendo asunta de controversia en el caso de la corteza
insular. Sinembargo, dado que la participacion de la amigdala se limita a ia
adquisicion, v en vista de que se ha reportado que esta estructura puede responder
ante cambios en el estatus inmunoldgico, es posible que esté funconando como una
estructura sensorial cuyo papel.en el condicionamiento innune es recibir o
informacion acerca del estado del sistema inmunotogico para poderla asaciar con of
estimulo gustativo.

De esta manera, en proximas investigaciones, serd importante esclarecer con
detalle ol papel que juega la amigdala en el condicionamiento inmunosupresor,
buscando esclarecer si su papel es sensarial (recepcion de la informacion
mmunitaria) o hién, s5i es el sitic en dande se Heva a cabo la integracion de los
estimulos para permitir su asociacidn y asi dar lugar al condicionamiento.

En este sentido, es probable que la estructura mas importante para la
integracion de los estimulos sea la corleza insular, ya que para que se de la
evocacion del aprendizaje, el animal debe reconocer al estimulo condicionado
asociado al estimulo incondicionado, lo que implica una integracion de estas
Probablemente el itnico papel sensarial que leve a cabo la corteza insular, sea el de
reconocer estimulos relacionados a otros o bien a una experiencia como lo es el caso
del CAS. 5i bién es cierto que la corteza insular tiene células que reciben aferencias
gustativas, también recibe aferencias viscerales, lo cual hace posible pensar que se
trata de una corteza capaz de integrar este tipo de estimulos. Otro argumento que
sugiere que la corteza esta mds involucrada en procesos asociativos que en
procesoso sensoriales, es el hecho de que las lesiones de esta estrutura na afectan !a
discriminacion de los sabores, pero si la ejecucion en diversos aprendizajes como ex
el laberinto de agua y la prevencion pasiva.

La corteza insular podria ser la responsable de otorgar un companente
heddnico a los estimulos gustativos y probablemente a otros, para permitir tanto a
asociacion con otros estimulos para permitir el aprendizaje. En el caso de que fa

corteza insular falte después de que ha sido adquirido el aprendizaje, al volver a



Estos datos difieren de los obtentdos en el condicionamiento aversiva a fos
sabores. En el caso del CAS, las lestones de amigdala no producen etecto dlgune.
mientras que en el condicionamiento inmunosupresor, las fesiones de anigdata
impiden suadquisicion. Esto puede fortalecer en clerta forma la participacion de fa
amigdala en el condicionanuento inmunosupresor, debido a que ésta estructura
parece no interferir con aspectos de a representacion sensorial de estimudos
gustativos, 1o cual sigue siendo asunto de controversia en el caso de la cartera
insular. Sin embarge, dado que la participacion de la amigdala se limita a la
adquisicion, v en vista de que se ha reportado que esta estructura puede responder
ante cambios en el estatus inmunolagico, es posible que esté funcionando como una
estructura sensorial cuyo papei.en el condicionamienta immune es recibir fa
informacion acerca del estado del sistema inmunologico para poderla asociar con ¢l
estimulo gustativo.

De esta manera, en proximas investigaciones, serd importante esclarecer con
detalle of papel que juega la amigdala en el condicionamiento inmunosupresor,
buscando esclarecer si su papel es sensorial (recepcion de la informacion
inmunitaria) o bién, si es el sitio en donde se Heva a cabo la integracion de los

estimulos para permitir su asociacion y asi dar lugar al condicionamiento.

Bn este sentido, es probable que la estructura mds importante para la
integracion de los estimulos sea la corteza insular, ya que para que se de la
evocacion del aprendizaje, el animal debe reconuacer al estimulo condicionado
asociado al estimulo incondicionado, lo que implica una integracion de estos,
Probablemente el tinico papel sensorial que Heve a cabo la corteza insular, sea ol de
reconocer estimulos relacionados a otros o bien a una experiencia como lo es el caso
del CAS. Si bién es cierto que la corteza insular tiene células que reciben aferencias
gustativas, también recibe aferencias viscerales, lo cual hace posible pensar que se
trata de una corteza capaz de integrar este tipo de estimulos. Otro argumento que
sugiere que la corteza esta mas involucrada en pracesos asociativos que en
procesoso sensoriales, es el hecho de que las lesiones de esta estrutura no afectan la
diseriminacidn de los sabores, pero si la ejecucién en diversos aprendizajes como es
el laberinto de agua y la prevencion pasiva.

La corteza insular podria ser la responsable de otorgar un componente
hedénico a los estimulos gustativos y probablemente a otros, para permitir tanto la
asociacion con otros estimulos para permitir el aprendizaje. En el casa de que la

corteza insular falte despuds de que ha sido adquirido e aprendizaje, al volver a



exponer al animal al estimulo, este no le otorgard el valor edonico apropiado para

que se de la respuesta condicionada.

De ¢ésta manera se piensa que la corteza insular no esta funcionando como
una region en donde se almacene la informacion gustativa, sino como una region
que le da a los estimulos la caracteristica edonica (negativa) que les permite formar
parte de un condicionamiento. Congruente con esta idea, estdn datos obtenidos en
el laboratorio, en donde se a observado que transplantes de corteza insular en un
huesped cuya corteza insular se encuentra lesionada, permite que los animales
evoquen un condicionamiento adquirido antes de la lesion (Bermiidez-Rattoni et
al., 1995). Ademds se ha observado que las lesiones de corteza insudar afectan
aprendizajes motivados aversivamente pero no aprendizajes motivados con
reforzamiento.

En conclusion, los datos aqui presentados, muestran como lesiones de
corteza insular y amigdala afectan la adquisicion del condicionamiento
inmunosupresor, mientras que solo las lesiones de corteza insular afectan los
procesos de evocacion que permiten la expresion del condicionamiento. La anterior
reitera lo observado previamente, respecto a la paricipacion de la corteza insnlar en
el condiconamiento inunosupresor, y va mas alla, agregando el dato que sugiere la
participacion de la amigdala en la adquisicion de este condicionamiento. Lo
anterior implica que la mediacion del condicionamiento inmunosupresor se da por
la mediacion de mecanismos centrales que podrdn ser caracterizados con futuras
investigacionus.



Conclusiones Generales

El conocimiento que tenemas ahora sobre las relaciones funcionales entre of
sistema nervioso v el sistema inmune, nos purmirén reconoeer fa existencia de
sistemas de interaccion cuya actividad permite Ja modulacion tuncional de amboz
sistemas. Al reconocer esto, ne resulta tan sorprendente el hecho de que
respuesta inmune pueda ser condicionada a través de un modelo de
condicianamiento cldsico.

Sin embargo, cuando gueremos explicar los mecanismo que intervienen en la
generacion de un condicionuniento clisico, tenemos que conocer, en primer lugar,
fa forma en como son procesados Jos estimulos involucrados en ol
condicionamiento, fo que implica conocer las vias de entrada de la informaciin v
las estructuras que [a procesan, asi mismo hemos de conocer el sistema involucrado
en la integracion de los estimulos que da fugar a la asociacion v por ende af
fenomeno de condicionamiento, finalinente seria necesario entender el sistema
eferente que controla la respuesta de interés.

En este sentido, al pensar en explicar los sistemas asociados al
condicionamiento inmunosupresor, podemos reconocer de inmaediato la via de
acceso de la informacion gustativa al sistema nervioso central, la cual se constituve
por un grupo de células receptoras, situadas en la lengua, que responden
especificamente a diversos factores quimicos. Las células gustativas estan inervadas
por fibras aferentes de los pares craneales VII, IX y X, las cuales envian sus fibras af
NTS, y este haciendo relevo en los micleos parabraquiales del puente envia sus
fibras al talamo ventromedial, de donde se manda informacién gustativa al gira
postcentral en la corteza sensorial y a la corteza insular.

Por su parte, el agente inmunosupresor produce efectos letales sobre las
células de proliferacion rapida, de tal forma que una gran cantidad de céfulas
linfoides mueren, pero el problema radica en como es que dicho evento se
transforma en informacion que accesa al sistema nervioso en forma de estimulo v
como es que este estimulo es procesado. Hasta el momento esto no lo podemos
responder con exactitud y solo se tienen algunos datos que sugieren la existencia de
un sistema aferente de informacion inmune. Existen células nerviosas que expresan
receptores para interleucinas, las cuales pueden ser liberadas en forma traportante
durante eventos de muerte celular en poblaciones de-células linfoides, suponemas
entonces que las estructuras nerviosas con receptores a interleucinas serian



candidatos apropiados a llevar a cabo la tuncion receptora ante el estimudo qie
traduciria el evento inmunosupresor en informacion inmune atil para ol sistema
nervioso. Como se menciono en La introduccion, una de las estructuras que expresa
receptores para interleucinas es la amigdala, fa cual presenta canevones
funcionales con la corteza insular. '

El hecho de que las lesiones de amigdala hayan causado un efecto en o
adquisicion det condicionamiento inmunsupresor, hace ‘pcnsnr que pudiera ser ¢sta
una estructura importante para explicar la via de éntrada de informacion inmune
Dado que las interleucinas presentan receptores en dsta y stras regiones de sistema
nervioso, al ser liberadas come preducto de la inmunosupresion, es posible que las
interfeucinas sean las sefales que accesan al sistema nervioso formando asi ol
estimulo incondicionado. Ahora que el prablema del como se procesa dicha
informacion puede ser dificit de resolver, pero pensamos gue la amigdala podria
ser el actor principal en este proceso. Existen datos acerca de 1os efectos de drogas
inmunosupresoras y de procesos de reto inmunoldgico sobre la actividad
metabdlica y eléctrica de la amigdala (Galkina etal., 1990), lo que apovan la idea de
que la amigdala pudiera servir como una estrutura relacionada-con el sistema de
procesamiento de informacion acerca del status inmunoldgico que el cercbro
requiere para dar lugar al condicionamiento inmunosupresor, lo cual explicaria ol
porque las lesiones de amigdala afectan la adquisicién y no la evocacion, yi que la
entrada de informacion del estimulo incondicionado no es necesaria para que se
evoque la respuesta condicionada.

Dado que Ia amigdala envia fibras a la corteza insular y en virtud de que se
le atribuye a esta corteza un importante papel en el aprendizaje, es posible que sea
en la corteza insular en donde se llevan a cabo los procesos de asociacion para dar
lugar al condicionamiento inmunosupresor. Esto es apoyado en parte por los datos
abtenidos en los experimentos antes mencionados, en los cuales las lestones de

corteza insular afectan tanto la adquisicién como la evocacidn del condicionamiento
inmunsoupresor.

Cabe aclarar que fa funcién primordial de la corteza insular debe estar en los
procesos de asociacion mas que en el prbcesamicnto de la informacion gustativa.
Datos como los de Kifer (Kiefer, 1985) en los que las lesiones de corteza insular no
afectan la discriminacion de los sabores apuntan hacia esta idea, ademas, en e}
laboratorio se ha visto que el blogueo colinérgico con el uso de anti-NGF, afecta la
capacidad de adquirir un nuevo aprendizaje en las ratas pero no altera de forma
alguna aprendizajes aprendidos previamente, lo cual implica que si bicn ias



lesiones de corteza insular alteran tanto la adquisicion como la evocacion, ambir
procesos deben depender de sistemas independientes enlos cuales, al menos viy of
aprendizaje, participa activamente Ja modulacion colinérgica que ha de depender
de estructuras como ¢l nacleo basalis magnocelularis. Esto es claramente una
evidencia de que al menos un sistema de modulacion en la corteza insular estd
implicado exclusivamente en el aprendizaje y no en procesos pereeptuales dado

que si ese tuera el caso no padria darse la evocacion de fanueva conduneta.

Existen otras evidencias (Shimura, Suzuki, & Yamamota, 1995) en las que se
abserva que la estimulacian gustativa produce un incremento en la concentracion
de acetilcolina, pero cuando el estimulo gustativo fur previamente apareado con el
cloruro de litio, esta concentracion incrementa dramdticamente. Un efecto similar se
ha observado en la actividad de proteinas cinasas (Rosenblum, Schul, Mein,
Hadari, Zick, & Dudai, 1995). Lo anterior implica que la parte importante de la
representacion gustativa esta relacionada con la asociacion entre el estimulo
gustativa y el efecto gastrico, la cual sigue fortaleciendo la idea de que esta corteza
partipa principalimente en procesos de asociacian.

En cuanto al sistema eferente con el que se evoca la respuesta
inmunosupresora condicionada, de acuerdo a los estudios anatomicos de la
relacion neuroinmune, se tienen dos posibles vias eferentes, una representada por
el eje hipotdlamo hipofisiario y otra representada por el sistema nerviosos
auténomo. Hasta el momento solo existen datos que con un procedimiento de
condicionamiento inmune asociado a estrés proponen que las catecolaminas
podrian ser importantes factores efectores de la respuesta condicionada. este dato
no necesariamente apoya al sistema nervioso auténomo, ya que el hipotdlamo por
la influencia que ejerce sobre la glindula suprarenal es capaz de controlar los
niveles sanguineos de adrenalina.

Sin embargo, parece que el hipotilamo ejerce un control tonico sobre la
actividad inmunitaria, mis que modular especificamente la direccion o potencia de
la respuesta. Esta idea es apoyada por el control que ejerce el hipotalamo en los
ciclos de secrecion de los corticoesteroides y por la importancia de su papel en la
homedstasis del organismo, ademds, se ha visto que las lesiones del hipotilamo
producen efectos en ocasiones reversibles sobre la actividad del sistema immune,
esta reversibilidad de los efectos hace pensar en la existencia de otro sistema cuvo
papel suena mds importante en la regulacion de la respuesta inmune,
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El sistema nervioso autonomo podria ser el mejor candidato como sistema
cfector de la respuesta inmunosupresora condicionada, en virtud de [y diversidad
con Ja que es capaz de modular la respuesta inmune, dadas sus eferencias hacia
tejido linfoide primario y secundario, y a Ja variedad de neurotransmisores
neuromoduladores con los que interactua con las células del sistema innume, la
modulacion ejercida por este sistema sobre la respuesta inmune puede ser una
modulacion fdsica y mucho més precisa que la que puede ejercer la via del eje
hipotilamo hipafisiario.. ‘

Como se menciond anteriormente, la corteza insular presenta conecciones
bidireecionales con el NTS, el cual es el principal sitio de integracion de la
informacion autondmica, esta coneccion hace pensar que la corteza insular podria
ser capaz de modular la actividad del sistema nervioso simpdtico y asi esta via
modulatoria del sistema inmunologico.

Existen datos que apoyan la idea de que el sistema nervioso antonomo
pudiera ser el efector de la respuesta inmune condicionado (Luecken & Lysle, 1992).
Con el usa de un condicionamiento inmunosupresor obtenido con un modelo de
choques eléctricos, se observo que los bloqueadore g-adrenérgicos administrados en
la sangre, impiden la expresion del condicionamiento tnnunosurpesor, sugiriendo
que la via simpdtica a través de la secrecién de noradrenalina puede ser la
responsable de ejercer el efeclo inmunosupresor condicionado.
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De esta manera se pueden esquematizar Jas posible vias neuroanatémicas
implicadas en los mecanimos que dan lugar al condicionamiento supresor de ta
respuesta inmune (Ver esquema 4). Si bien este esquema es en realidad un conjunto
de incognitas, es capaz de guiar las investigaciones futuras para esclarecer la
naturaleza del condicionamiento, y también queda claro que existe la posibilidad
de explicar la forma en como el sistema nervioso v ef sistema inmune interactuan
para permitir que la respuesta inmune sea otra respuesta sujeta al estricto control
del sistema nervioso.
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Insular Gortex Lesions Impair the Acquisition of
Conditioned Immunosuppression
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Conditioned immunnsuppression can be readily oblained in animals by associating a taste
with an icamunosuppressive diug. Qn subsequent enposure ta the conditioned taste, the
simats show an atlenuated immbne response and abso exhibit a conditioned tiste aversion,
1t has been estabdished it inswibar cortex Tesions disrupt the acquisition of conditioned taste
aversian. The effect of NMDA-induced lesians in cither the insuliar cortex or the pasictal
cortex uf maale Wistar rats was evatuated in the acquisition of conditioned inmwnosuppression
in two experiments. Unlesioned control rats showed the conditioned immunosuppressive
response alter reexpostire ta the tasie, as indicated by lower hemagghutinating titers to sheep
red blood cells in the fisst experintent and by a decreased IgM production t avalbumin,
mieasured by ELISA, in the sceond expeciment. Insubar contex-testoned rats did ot show the
conditioned immunosuppression in either experiment, while parictal cortex lesions and the
sham-lesioned animals presented a clear decrease of hemagghtinating titer and o low 1M
production. The insular cortex fesions did nat affect the normal immune respanse, showing
uanmal hemaggiwtinating titers and IgM production when cnpisred 1o nonconditioned con-
teols. The immunosupyiessive action of cyclophosphamide also rexnained unaltered. In cenclu-
sian, these rexults show that the Snsular cortex is essential for the aequisition af conditioned
INMUNOSUPPFESSION, & 1996 Acadamsic Press, fic.

INTRODUCTION

Several neural systems are important modulators of immute responses; these include
the hypothalamic - pituitary —adrenal axis (Blalock, {994), the autonomic nervous sys-
tem (Felien. Ackerman, Wicgand, & Felien, 1987), and the limbic system (Ader,
Colien, & Felten, 1995; Pan & Long, 1993; Wetmore, Green-Johnson, Gartner, Sand-
crs, & Nance, 1994). Furthermore. there are reports showing that limbic structmes
and the autonomic nervous system can receive immme input {Abreu, Liorene, Hernin-
dez, & Gonzilez, 1994; Yu & Shinnick-Gallagher, 1994). The neocortex has also
been reported to be involved in immunomodulation (Neveu, 1992), Thus, it is no
surprising that immune responses can be modvlated by behavioral conditioning proce-
dures (Ader & Cohen, 1981; Alvarez-Borda, Ramirez-Amaya, Pérez-Montfort, &
Bermudez-Rattoni, 1995). The first convincing prool was obtained by the work of
Ader and Cohen in past decades (1975, 1982). In their model, the pairing of a novel
faste with an immunosuppressive drug, suclt as eyclophosphainide, induces an atenua-
tion of the immune response upon reexposure to the taste stimulus alone. The pairing
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of saccharin with cvelophosphamide allows a conditioned immunosuppression (715)
and at the samie rime produces a conditioned taste aversion: this is a learning paradigny
which consists of the acquisition of an aversive response directed to a gustative
stimulus that has been previously paired with a malaise inducing drug (Ader, Cohen, &
Bovbjerg, 19825 Garela, Lasiter, Bermudez-Rattonl, & Deems, 1985). Besides the
well-known innmunosuppressive effects, cyclophosphamide has also been used for
producing canditioned taste aversion due to its induction of gastric malaise (Ader et
al., 1982).

The neural mediation of conditioned taste aversion has been widely stndied (Kiefer,
1985). In this regard it has been demonstrated that a neocortical region knawn as the
insular cortex (1C) is essential for the acquisition and retention of this fearning (Garcia
et al., 1985). The IC is known ta be invoived in visceral reactions and stress (van der
Kooy, Koda, McGinty, Gerfen, & Bloom, 1984) and is relerred to as the gustatory or
visceral cortex, since it receives visceral and gustatory information from the thalamus
(Kicefer, 1985). It has reciprocal connections with the nucleus of the solitary tract (Ito,
1992; Kieler, 1985), which is the entry of all visceral and gustatory information and
is an important relay of mformation from the sympathetic nervous system. This part
ol the neocortex has connections with limbic structures, including the amygdala, the
mediodorsal nucleus of the thalamus, and the medial prefrontal cortex (Kiefer, 1985:
Krushel & van der Kooy, 1988). It has been reported that lesions or inactivation of the
IC block the acquisition of conditioned taste aversion (Bermiidez-Rattoni & McGaugh,
1991, Galla, Roldan, & Bures, 1992). However, the IC is not important for the sensory
discrimination ot gustative stimuli (Braum, Lasiter, & Kiefer, 1982). Moreover, other
aversively motivated learning tasks are disrupted by permanent or reversible lesions
of the IC, including inhibitory avoidance and the Morris water maze (Bermidez-
Rattoni, introini-Collison, & McGaugh, 1991; Dunn & Everit, 1988).

The 1C is essentiaf for the acquisition of conditioned taste aversion. Therefore, it
has been postulated that this region may integrate gustatory and visceral stimuli
allowing the acquisition of conditioned taste aversion (Garcia et al., 1985). We hypoth-
esize that the IC can also be important for integrating immune and gustatory informa-
tion to develop CIS. Theretore, the aim of the present work was to evaluate the effects
of excitotoxic IC lesions on the acquisition of C15,

EXPERIMENT .1
Muaterials and Methods

Thirty-seven male Wistar rats were caged individually and maintained under a
12:12-h light--dark eycle (lights on at 9:00 em) with food ad libinem. Water was also
available, except during the measurenent of baseline water consumption and saccharin
presentation.

On Day 0 of the experimental protocol (see Table 1a), baseline titers of antibody
against sheep red blood cells (SRBC) were evaluated for blood swnples (BLs) collected
from incisions in the wil; Rats were placed in plastic comainers, and a cut was nide in
the last cighth of the tail. Between | and 1.5 mb of bloed was collected in Eppendorf
micro test tubes; this procedure is a modified version of the one used by Akana, Scribner,
Bradbury, Strack, Walker, and Dallman (1992). The samples were centrifuged at 3500
pm for IS min w obwin sera, which were tested for hemagglutinating activity, Direct
hemagglatination tests were made according to standard procedures (Gatermann, Meyer, &
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TABLE 1

Laperimental Procedures

M Conditioning
Experimemal days: 0 3 16 34 39 43 7
Conditioning
Group Sumple Surgery freatiment Test il Samples
[ Bls None Sac=Cy I-Sac 4 8§ 12
S0 BLs None Sac+Cly [-11.€) E] B 12
ICLx BLy NMDA Sac+Cy I-Sae 4 8 12
PClx BLS NMDA Sac +Cy [-Sac 4 8 12
1CSh BYs RS Sac+Cy I-Sae 4 b 12
b Normal immune response
Granp Sample  Surgery Treatment Test Sumples
’ tial
Curl Bl.s None Sac+Sal I-Sac 4 3 12
1CLx BLs NMDA Sac+Sal I-Sac 4 Y 2
C Cy immunosuppression
Group Sample Surgery Treatment” Sumples”
Cul BLy None I-Cy 4 8
Chx BLs NMDA I-Cy 4 8

Note. C8, conditioned; CSo, conditivned but not reexposed; 1CIx, insub cortex Fesion; PCLA, paricral
cortex lesion; [Csh, insular corte sham: Cuel, intact contrel; Sac, saccharin, Sal, saline; Cy, eyclophospha-
wide; HLs, baseline smmples -k, §, and 12, sampling day after immunization; 4, paired; ~30-in periad
(not paired).

“Treatment was done ot Day 12, and samples were taken ab Days 16 and 20 of the experimental duys,

Wanner, 1992). This is @ lest which measures the capacity of serum antibodies to aggluti-
nale erythrocyles. Most of the direct agghntinating activity of an inmuue seruni is due ©
lpM molecules which have multiple active sites (5 10 10) which bind with enough affinity
to counleract the negative charges of erythrocyle membranes that tend 1o push red cells
apart. Sinee 1gG molecules Tave only 2 binding sites, an additional secondary serum
containing anti-lgG antibodies is necessary 10 induce the hemagghutination nediated by
IgG molecules; in this experiment only direct hemagglutination activity was measured.
One percent (v/v) SRBC were used as antigen in PBS (0.1 M phosphaie bulfer and 0.15
M saline, pH 7.4) containing gelatin (I mg/ml), sodium azide (1 mp/mi), and the sample
sera as the souree of wtibodies.

On Day 3 two groups of rats received bilaleral microinjections of N-metlyl-n-
aspartate (NMDA) inlo the IC or the parietal cortex, 10 induce excitotoxic lesions.
Surgical procedures were performed umder pentoburbitat anesihesia (50 mg/kg). Le-
sions were done bilaterally using stereolaxic procedures: in one group the lesions were
made in the 1C (AP +1.2, L £5.5, DV ~5.5) and in another group in the parictal
cortex (AP +1.2, L, £4.0, DV --1.5). hr each case the incisor bar was placed so that
bregma and A levels lad the same DV coordinates (-4.5 on average). To produce
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the lesions, NMDA (Sigma Chenical Co.. St Louts, MO 1O pg/pl solution in phos-
phate buffer 0.1 M, pH 7.4) was back titled into a 30-gauge needle comnected via i
watter-filled polyethylene wbe to a 10-ph Hamilton microsyringe. Fach animal received
hilateral injections in cither the 1C (CLX. 1 = 8) or the parietal cortex (PCLx. 1 =
8) of 6 pul of NMDA solution over a 2-min period using a syringe pump (Sage
Instruments). The needle remained 1 place for an additional 2 min after the injection
o maxintize diffusion. A sham-lesioned proup (JCSh, w0 = 7) received phosplute
buffer (0.1 M, pH 7.4) in the 1C. Two additional groups were nonlesioned controls;
one was a conditioned control (CS, n = 8) and the other was a control group in which
the conditioned stimulus was not presented during the test (CSo, n = 6) (see helow).
Each experimental condition was applied simultancously to all growps. To addyess the
spuetlity of IC lesions, parietal cortex lesions were chosen as control, since this
neocortical region is adjacent t the ¥ aud is also involved in learning processes
(e.p., Adelsiein, Kesner, & Strassherg, 1992: Kesner, Benman, & Tardif, 1992), but
not in conditioned taste aversion.

Nine days were allowed for postsurgical recovery. On Day 11 rats were deprived
of water for 24 h and on Day 12 baseline water consumpiion was measured. After
the deprivation period (at 9:00 anny distitled water was given to the rats in graded test
tubes for 10 min and the consumption was recorded. Rats were given access to water
again at 7:00 rae This procedure was used for all rats during the 4 days prior to the
exposure to saccharin. On Day 16 all the animals received CIS acquisition. This
consisted of a 10-min exposure to saccharin (0.1%) dissalved in their drinking water,
followed immediately by wn ip injection of 50 mg/kg of cyclophosphamide dissoived
in distilled water (25 mg/mi). The saccharin solution was always presented in the
corresponding morning session, The arithmetical average of the preceding two morning
water intukes was defined as HD% of baseline conswmmption. Four hours later animals
were given water ad libition. On Day 31, water baseline consumption was measured
again. On Day 35, all rats were immunized with SRBC diluted in PBS (1% v/v)
injected ip in a dose of 2 mi/kg. Thirty minutes afier the immunization, rats were
reexpased 1o the saccharin for 10 min, with the exception of the CSo group, which
was placed in a different room and given water instead of siccharin, This graup was
included as o standard control procedure to ascertain the effect of conditioning (Ader &
Cohen, 1985). Blood samples were taken 4 (sA), 8 (sB), and 12 (sC) days alter the
immunization; i.c.. on Days 39, 43, ami 47, respectively.

At the end of the experiment the anintals were deeply anesthetized and perfused
with a 4% paraformaldehyde solution (dissolved in 0.1 M PBS, pH 7.4) and brain
tissues were processed with Nissl histological technique, to examine the precise locus
of the lesions (Fig. 1). About 109 of the original lesioned animals had inadequate
lesions and were not included in any analysis.

Simple ANOVA was caleulated on the percentage of sacchatin consumption with
respect to the baseline from previous days, using a post-hoc pairwise Scheffe test,
Statistical analysis of the titer values was carried ot by multiple comparisons with
the Kruskall--Wallis west and pairwise comparisons with the Mann-Whitney U tesl.

Resulis

As shown in Fig. 2a, the bascline hemagglhutinuiing activities of all groups were
near 0, with no statistical differences among them. A significant effect of treatiment
was found by the Kruskal-Wallis test in ail samples taken after the immunization;



INSUEAR EESIONS IMPAIR CONDITTONED IMMUNITY 107

e g~

/,/

Ap = Bregma-0.3

Fro. 1 Schematic representation of {C ¢left) and parictai cortex (right) lesions are shown, The dadkened
arcas represem the smallest fesion, and the pray sreas represent the largest lesion.

sA (I (4,5) = 16,64 p < .001), sB (H (4.5) = 1694 p < 002), and sC (I} (4,5) =
13.14 p < .01). The CS, ICSh, and PCLx groups showed a conditioned attenuvation
of the immune response in all samiples taken after immunization (Fig. 2a). The effect
of conditioning was evidenced by the CSo group, which did not express the conditioned
immunosuppressive response. The CSo group had significantly higher hemagglutinat-
ing activity in sA, sB, und sC when compared to CS, ICSh, and PCLx (p's < 01).
The ICLx group exhihited disrupted CIS responses, as shown by the significantty
higher antibody titer to SRBC in sA and sB (o's < 01). The taste aversion test (Fig.
2b) alter immunization revealed that the CS, ICSh, and PCLx groups had acquired a
canditioned taste aversion, while rats with IC lesions showed disrupted conditioned
taste aversion (#7(2,24) = 88.586, p < .001; ICLx vs Curl, p < .001).

To investigate the possible effect of IC lesions an the normal immune response
two groups of animals (n = 15) were used, one with IC lesions and the other as an
intact control (see Table 1b). On Day 0, baseline blood samples were taken; 3 days
later one group received NMDA-induced lesion of the IC (ICLx; n = 7) and the other
served as a nonlesioned control group (Ctel; n = 8). Baseline water consumption was
measured on Day 12. On Day 16 all rats were exposed to saccharin for 10 min and
injected ip with saline immediately afterward. Four hours later they were given water
ad libinmm until the next baseline water consumption was measured (15 days after
conditioning). On Day 31, baseline water consumption was measurcd. All the rats
were immunized with SRBC on Day 35 aud reexposed to saccharin 30 min later.
Blood samples were taken 4 -(sA), 8 (sB), and 12 (sC) days after the immunization
and tested for hemngglutinating activity.

Figure 3a shows the results of the immune response in 1CLx and Cirl groups. The
groups had similar titers of antibodies for SRBC in all samples, indicating that 1C
lesions do not affeet the normal immune response. Furthermore, both groups showed
increased saccharin consumption when compared with the water haseline consumption
in the second exposure to the taste. The results indicate a taste preference for saccharin
(Fig. 3b), a tinding consistent with previous evidence (I3raun et al., 1982) demonsira-
ting that IC lesians do not affect taste discrimination,

In order to test the effect of IC lesions on the immunosuppressive action of cyclo-
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consumption is shown in (b) for all groups exceps for CSo, which wis not reesposed to saehiarin, The preceding
two orning water intakes were taken as 100% of consumption. *p < 052 *#p < 0L

phosphamide injection, an effect known to last approximately 10 days (Falier, Per-
singer, & Chretien, 1992), baseline blood samples were taken from two groups of rats
(n = 15) at Day 0 (see Table I¢). On Day 3, one group received 1C lesions (ICLx n
= 7) and the other remained as a nonlestened control (Ctd 1 = 8). On Day 12
all rats were immunized with SRBC and 30 min later received an ip injection of
cyclophosphamide (50 mg/kg). Four (sA) and cight (sB) days after immunization,
blood samiples were taken and tested for hemagghutinating aetivity. The immune
response was attenuated in both groups as indicated by the very low antibody titers
for SRBC (sA mean ICLx = 114, Curl = 100, SEM ICLx = 0.65, Cul = 0.74; sB
mean ICLx = 21.71, Ctrd = 35.0, SEM 1CLx = 3.91, Ctel = 10.88) in both samples
with no statistical differences among them, The immunosuppressive effect of cyclo-
phosphamide is clear when compared with a normal group that was not exposed to
the immunosuppressive drug (Fig. 3a, for these anbmals the following data were
obtained: sA mean 22.50, SEM 19.82; sB mean 27200, SEM 180.21). Thus, IC
lesions did not alter the normal immunosuppressive effect of cyciophosphamide.
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EXPERIMENT 2
Materials and Methods

To evaluate in more detail and corroborate our results we used the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) to measure anti-ovalbumin (OVA) IgM production in
conditioned animals. Forty-six experimentally naive mude Wistar rals were separated
as in the first experiment (CS, n = 10; CSo, n = 8; ICLx, n = 8; PCLx, n = 9; 1CSh,
n = 8), and all other methods were similar to those used in the first experimem (sce
Table la).

The day of saccharin recxposure rats were injected ip with- 500 pg of OVA (pre-
viously aggregated by heating 10 min at 50°C) in it volume ol 300 g, 30 min before
the reexposure. Blood samples were taken 4 (sA), 8 (sB), and 12 (sC) days alier
immunization. :

Ninety-six-well ELISA plates were coated overnight at 4°C with 10 mg/ml of OVA
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is the samphe taken at the bepinning of the experiment. Samples sA, sB, and sC were taken 4, 8, and 12
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in carbonute buffer, pH4 9.6, and posicoated for 1 i at 37°C with PBS-1% BSA
(blocking buffer). The test sera were diluted 1:50 in blocking buffer and incubated
for 2 h at 37°C. Perpxidase-conjugaled rabbit 1gG anti-rat IgM (Sigma) was diluted
£:10,000 in blocking buffer and incubated for 2 h at 37°C. The plates were then
incubated for 20 min with 2,2 *-azino-di-3-ethylbenzothiazoline sulfonic acid substrate
dissolved at a concentration of 50 mg/ml in 0.1 M citrate buffer, pH 4.2, and 3%
H,0,. Absorbance was read a1 405 nm, using a reference wavelength of 490 nm.
Group X Sample days repeated-measures ANOVAs were applied to the absoibance
values, and a one-wiay ANOVA was used within sample days o assess group differ-
ences, with Sheffe post-hoc tests where appropriate.

Results

Figure 4a shows the production of 1gM anti-OV A antibodies in the baseline sample
and in the three samples taken after the fmmunizdion. ANOVA analysis showed
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statistical ditferences among groups (F(4,38) = 3487 p < .001), indicating a signifi-
cant effect of treatment. The analvsis also yielded statistical differences between days
(F,1E) = L83 p o 001) and Treatment > Days interaction (F(12,114) = 1745
p <001, i the baseline sample theve were no statistical differcnees between groups.
Statisticat differences wmong groups were fomd in the samples taken after the innnuni-
zation; SA (FEL3BY = 3172 p <0 004, sB (FCLAB) = 54143 p o« 001, and sC
(F(4.38) = 7.204 p < .001), Scheffe post-hoc analysis showed differences hetween
CSp and C§ in sA, sB, and sC (p's < 01), indicating that the Jow IgM praduction
in CS, PCLx, and ICSh proups is an effect of the veexpasure to the conditioned
stimulus. Conditioned animals with JC lesions showed statistical differences when
compared to the C8, 1CSh, and PCLx groups in sA (0's < .01}, 5B (p's <2 .01), and
sC (only 1CLx v& CS = p < D).

Conditioned taste aversion was present in CS, PCLx, and I1CSh and disrupted i
ICLx animals, as expected (percentage of saccharin consumption: CS mean = 9.93
SEM = 0.87; ICLx mean = 114,17, SEM 8.57; PCLx meun = 13,78, SEM = 3.27;
JCSh mean = 17,15, SEM = 3.78). h should be noted that animals consume abaut
12 (o 19 ml of water in every 10-min session and no differences were found in water
consumption hetween groups. In addition, saccharin: consumption of lesioned and
unlesioned anisals during the acquisition is simikr with a slight but nonsignificant
increase of saceharin consumption in the ICLX group (data not shown).

In this experiment, the effect of IC lesions on normad IgM production was also
cevaluated (using the procedure shown in Table 1b) with 12 male Wistar rats (Cul, n
= 6; ICLY, n = 6). The resulls showed that IC lesions do not affect the normat 1gM
anti-OVA production, as shown i Fig. 4b. There were no statistical differences
betweren groups in any of the samples (4, 8, and 12 days afier immunization). However,
there were higher IgM Jevels in these groups when compared to the conditioned
groups, probably because of the use of cyclophosphamide in the conditioned amimais.
This effect was also seen in the first experiment (Fig. 3a vs Fig. 2a).

DISCUSSION

The main finding of these experiments was that NMDA -induced tesions in the 1C
but not in the parietal cortex disrupt the acquisition of conditioned immunosuppression,
Thus, in the fivst experiment we found that conditioned animals with [C lesions
did not show the immunosuppressive effect of conditioning as indicaied hy lower
hemagglutinating titers to SRBC. A simitar result was replicated in the second experi-
ment using a diffevent antigen and with a more precise methodology for antibody
detection. Furthermore, the normal humoral iumune response is not affected by 1C
lesions as determined by hemagg lutination and 1gM production nteasured by ELISA.
Additionally, the immunosuppressive action of cyctophosphamide remains unaffected
by IC lesions. This effect seems to be exclusive for IC lesions, since PC and IC sham
Tesions did not affect the conditioned inmunosuppression. The finding that animals
with lesions of the 1C do not acquire the conditioned immunosuppression nor the
conditioned taste aversion {despite the fact that 1C fesions do not affect taste diserimi-
nation) suggests that the IC is involved in the regulation of the associating mechanism
of the immunosuppressive vonditoning, as bas been suggested for conditioned taste
aversion (Garcia ct al,, 1985).

Conditioning of the imsmone response imphies that the CNS must be informed about
changes cccurring in the immune staws and also that the nervons system is able to




112 RAMIREZ AMAYA KT Al

alter the immune response. Tt has been observed that the amygdata Gas well as other
brain areas) responds o immune changes and may be important in wodulating. the
inmune response (Gatkina, Al'pering, Podgomain, & Devoino, 1990; Masek, Petroy-
icky, & Seifert, 1992; Cunningham & Souza, 1993; Nistico, Civoleo, Arbivio, &
Pulvirenti, 1994), The 1C has anatomical refations with imbic structres, especially
with the amygdala (van der Kooy et al., 1984), which has bidircctional projections
with the 1C, observed anwomically and electrophysiofogically (Lasiter, 1982; Pascoe &
Kapp. 1987). Therefore, it is possible that the amygdait could be the entrnee for the
immune information that the 1C reguives to develop the CIS. In experiments evaluating
the effects of exeitotoxic lesians of the amygdala and the IC on the dcgisition of
visceral fearning, such as conditioned taste aversion, it has been observed that lesions
of the IC but not the amygdala disrupt the acquisition of visceral conditianing (Bern-
dez-Rattani & McGaugh, 1991 Dunn & Everit, 1988). However, the role of the
amygdala in conditioned immunosuppression is not clear and experiments are curreotly
being performed to address this issue. '

The effector system through witich the 1C conld modulate immune responses is
unknown; however, the study of the immune modulation exerted by the autonontic
nervous system may shed some light. The {C is connected directly and bidircctionally
with the nucleus of the solitary wact (Cechetta & Chen, 1990; Norgren, 1978): this
nucleus is the entry of all visceral information and is a very important modulator of
the autonomic nervous system, The autonomic nervous systent is an impartant pathway
thraugh which the CNS modulates immane responses, since there is a dircet sympit-
thetic innervation of tymphoid tissue (Felten, Felten, Carlsan, Olschowka, & Livaat,
1985; Reder, Karaszewsk, & Arnason, 1989; Heitig, Irwin, Grewal, & Sercarz, 1993).
‘These anatornical velations af the IC and their participation i leaming and memary
of aversively mativated tasks (Bermidez-Rattoni et al., 1991; Bernnidez-Rattoni &
McGaugh, 1991) make this structure a good candidate for the control of the neural
mechanisms underlying the association between the taste stimulug and the immunosup-
pressive effect of cyclophosphamide.

There is evidence suggesting that the neocortex may be involved in the modulation
of tmmunity (Neveu, 1992; Watkins, 1994). 1t has been reported that large unilateral
neocorticat tesions of the frontoparietaoccipital Tobe affect various parameters of the
imnuie response per se in an asymmetric mauner (Neven, 1988; Betancur, Neveu,
Vitiello, & Le Moal, 1991), According to our results, lesions in the 1C alfect the
immunosuppressive response in conditioned aninals, leaving the normal humoral
nonconditioned immunological response unaltered. The Iesions performed in the work
of Neveu and cotieagues do not include the 1C; for that reason those data may not be
generalized to the 1C, but it is important to finther analyze the effect of the IC in
other parameters of the normal and conditioned immune response. However, this
suggests that in fact the neocortex ean be an important modulator of the immune
system, Nevertheless, the exact role of the IC in conditioned immuinosuppression still
has to be clucidated. in particular the nature of the uneonditioned stimulus has to be
studied, to understand how the brain responds to it and how the assosiation mechanism
may oceur.

In conclusion, the results of the present experiments indicate it NMDA lesions
of the IC produce a severe impaisment of the acquisition of CIS, suggesting that the
functional integrity of the IC is necessary for the neural integration of the simuli
involved in immunosuppressive conditioning.
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