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1. RESUMEN 

 
El sistema nervioso central (SNC) y el sistema inmune (SI) responden de manera 

coordinada ante el peligro de una infección. La interacción entre el SI y el cerebro 

involucra cambios fisiológicos inducidos por los patógenos que ingresan a nuestro 

cuerpo. La hipótesis de este trabajo fue que el cerebro y el sistema inmune 

interactúan de manera reciproca para organizar una respuesta a un posible riesgo 

de infección. El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios que se dan en 

diferentes parámetros de funcionamiento del cerebro y el hígado en ratas donde la 

comunicación entre el hígado y el cerebro a nivel vagal (parasimpático y 

simpático) fue interrumpida de manera quirúrgica (denervación). Después de 

administrar un reto inmunológico moderado (Lipopolisacárido, LPS; 1.6µg/kg) a 

ratas macho de la cepa Wistar, se evaluó la producción de citocinas en sangre y 

además se analizó la actividad neuronal en distintas áreas dentro del cerebro 

utilizando la técnica de inmunohistoquímica para la proteína c-Fos, la cual es un 

producto del gen de reacción inmediata. Nuestros resultados indican que los 

animales denervados responden con una producción exacerbada (tres veces 

mayor a la del control) de citocinas plasmáticas (IL-6, TNF-α) en respuesta al reto 

inmune administrado. La expresión de TLR4 (receptor relacionado específico para 

LPS) aumentó en los hígados de los animales denervados luego de la 

administración de LPS. La expresión de c-Fos en los cerebros de los animales 

denervados en respuesta al LPS, aumentó en los órganos circumventriculares 

indicando activación de la vía humoral. La expresión de c-Fos en animales 

denervados tratados con LPS también aumentó en el núcleo del tracto solitario 

(NTS) considerado como parte de la vía neural. 

En conclusión nuestros resultados demuestran que la denervación hepática, 

sensibiliza al organismo de manera que responde de forma exacerbada  ante un 

reto inmune moderado, indicando que el SNC y el SI trabajan en conjunto a través 

del hígado para regular la respuesta inmune. 
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2. INTRODUCCIÓN  
 

2.1. SISTEMA INMUNE 

 

En algunas especies como los humanos o roedores existe  un sistema de defensa, 

el cual surgió por evolución para protegerlos ante cualquier agente patógeno que 

ingresara al cuerpo. Este sistema, llamado Sistema inmune (SI), es capaz de 

generar una enorme variedad de células y moléculas capaces de reconocer y 

eliminar específicamente agentes extraños  (Kuby et al., 2007).  

El primer obstáculo para un patógeno son las llamadas barreras mecánicas las 

cuales protegen al organismo, estas son la piel, las mucosas, la acidez del 

contenido estomacal y el sudor (Kuby et al., 2007). Una vez que éstas barreras 

mecánicas son traspasadas por los patógenos, la protección conferida por el 

sistema inmune ocurre a través de sus órganos, en los cuales se generan, 

maduran e interactúan las células que lo conforman. Los órganos inmunes se 

dividen en primarios y secundarios. Los primarios son: la médula ósea, en donde 

se producen todas las células del sistema inmune y el timo, donde maduran y se 

selecciona una sub-población de linfocitos (glóbulos blancos) conocidos como 

linfocitos T (Rojas, 2007). 

Los órganos inmunes secundarios  son el bazo, el hígado y los ganglios linfáticos,   

en éstos la información de  los microorganismos que llegan al cuerpo es detectada 

principalmente por los macrófagos, que son células  con la capacidad de fagocitar 

materiales extraños e iniciar la respuesta inmune. Los macrófagos residen en los 

órganos inmunes o se encuentran diseminados en los tejidos conjuntivos (Kumar 

V., 2008).  

El hígado es un órgano que juega un papel importante en la eliminación de las 

infecciones bacterianas de la sangre; los macrófagos residentes del hígado 

(células de Kupffer) (Baumann y Gauldie, 1994) que se encuentran en el área 

periportal en los sinusoides hepáticos (Kuby et al., 2007) tienen el primer contacto 

con las bacterias, endotoxinas y detritos derivados de la vía gastrointestinal a 

través de la vena porta. 
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Entre los órganos secundarios, el bazo por medio de sus macrófagos residentes 

“filtra” la sangre para limpiarla de patógenos. La sangre que llega a los ganglios 

linfáticos, lleva la información capturada por las células fagocíticas como los 

macrófagos, monocitos y  células dendríticas, en la piel o en las mucosas (Rojas, 

2007). Éstas células llevarán a cabo dos actividades vinculadas: el reconocimiento 

y la respuesta (Kuby et al.,  2007). 

El reconocimiento es la capacidad que presenta el sistema inmunitario de 

distinguir entre invasores y agentes endógenos. Este proceso comienza mediante 

la distinción de patrones moleculares que caracterizan a grupos de patógenos 

comunes. El reconocimiento desencadena una variedad de reacciones o 

respuestas efectoras. Por el tipo de respuesta a estos patógenos el sistema 

inmune se definirá en innato y adaptativo (Rojas, 2007). 

 

2.1.1. SISTEMA INMUNE INNATO Y ADAPTATIVO 

 

La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa, impide la mayoría de 

las infecciones desde su inicio, no es especifica a patógenos en particular sino que 

reconoce secuencias conservadas entre los patógenos (Rojas, 2007). Las 

diversas células que se encargan de orquestar la respuesta inmune innata son los 

fagocitos demostrados por Mechnikov  en 1882 (Rojas, 2007) entre  los  cuales 

tenemos a los monocitos, macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, mastocitos 

y eosinófilos (Fig.1) (Schwarz, 2012). Estas células fagocíticas reconocen los 

llamados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), como lo son el 

Lipopolisacárido (LPS), los peptidoglicanos, los ácidos lipoprotéicos, el DNA 

bacteriano y el RNA de glucanos que se expresan en la membrana  de los 

microorganismos patógenos (Rojas, 2007).  

Por otro lado, la inmunidad adaptativa es la segunda línea de defensa, se 

desarrolla a partir de la  inmunidad innata y es llevada  a cabo una vez que los 

patógenos logran persistir a pesar de ésta (Kuby et al., 2007).  

La inmunidad adaptativa responde a retos antigénicos específicos, requiere de 

varios días para desarrollarse y su característica más importante es la generación 
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de memoria, la cual desde la segunda exposición al mismo antígeno resulta en 

una respuesta inmune más acelerada y especifica (Berczi et al., 1998). Las células 

que median los atributos inmunitarios definitorios de especificidad, diversidad, 

memoria y autoreconocimiento son los linfocitos, los cuales son clasificados por su 

lugar de maduración en B (derivados de médula ósea) o T (derivados del timo) 

(Schwarz, 2012) Fig. 1. 

 

 
 

 

Figura 1. Células del sistema inmune innato y adaptativo. Origen y diferenciación.  
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2.1.2. TIPOS DE RESPUESTA A PÁTOGENOS  

 

Un  reto  inmunológico ampliamente utilizado para activar la respuesta inmune 

innata es mediante el lipopolisacárido (LPS) (Janeway y Medzhitov, 1999) un 

agente inmuno-activo constituyente principal de la pared celular de las bacterias 

Gram-negativas; su parte tóxica, el lípido A, es reconocido por los macrófagos y 

otros tipos celulares que expresen su receptor específico, lo que les permite 

responder a éste sin haber estado previamente expuestos (Schwarz, 2012). El 

receptor especifico para el LPS es el receptor Toll tipo 4 (TLR-4); la unión del LPS 

con su receptor, desencadena la señalización intracelular, translocación de la 

proteína nuclear y activación del factor de transcipción NF-κB, asociado  a genes 

del proceso inflamatorio, además, se induce la síntesis de citocinas 

proinflamatorias (Beutler y Poltorak, 2000). Dicha respuesta  es de carácter agudo, 

y es llamada respuesta inflamatoria (Schwarz, 2012).  

La respuesta inflamatoria aguda puede iniciarse por estímulos infecciosos, físicos 

o traumáticos (Rojas 2007). Combate las primeras fases de una infección y se 

caracteriza por vasodilatación, lo que resulta en el incremento del volumen 

sanguíneo en la zona afectada, la sangre calienta el tejido y lo hace enrojecer. 

También se eleva la permeabilidad vascular, se adhieren leucocitos a las células 

endoteliales dentro de la región inflamada para fagocitar los patógenos  invasores 

y liberar los mediadores moleculares que contribuyen a la reacción inflamatoria y a 

la activación de las células efectoras (Kuby et al., 2007). 

Entre los mediadores moleculares del proceso inflamatorio, se encuentran las 

citocinas que son proteínas solubles de bajo peso molecular, las cuales son  

secretadas por distintas células no exclusivas del sistema inmune. Las citocinas 

no se almacenan en forma de moléculas preformadas, su síntesis la inicia la 

transcripción de un gen tras la activación celular. Una vez sintetizadas, las 

citocinas se secretan con rapidez; la intensidad de la liberación dependerá de  la 

magnitud de la infección (Abbas y Pilai, 2012). 
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2.1.3. CITOCINAS 

 

Las citocinas se clasifican por su función en: citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias (Maskin, 2007). Las principales  citocinas pro-inflamatorias son: el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), las interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 

y  los interferones;  las citocinas  son secretadas por los macrófagos y  tienen 

efectos locales que ayudan a atraer a neutrófilos, linfocitos y células “asesinas 

naturales” (NK, por sus siglas en inglés) entre otras células inmunes al sitio de 

infección, resultando en efectos sistémicos que dan lugar a la inmunidad 

adaptativa (Janeway et al., 2003). 

 

Las citocinas reguladoras  (anti-inflamatorias: IL-10 e IL-11, entre otras) tienen un 

papel atenuador cuando la respuesta inmune llega a ser exagerada. La liberación 

de estos mediadores son necesarios para que la homeostasis del cuerpo sea 

restaurada (Rojas 2007; Janeway et al., 2003). Las citocinas pueden actuar de 

manera autocrina, afectando el comportamiento de la propia célula, de manera 

paracrina, afectando el comportamiento de células adyacentes y de forma 

endocrina  actuando en células distantes. (Janeway et al., 2003). 

 

Mediante la producción de diversas citocinas pro-inflamatorias  por los macrófagos 

circulantes y residentes en cada tejido (hígado, bazo, timo, pulmón, etc.), se  

orquestan una serie de cambios fisiológicos en el animal, incluyendo cambios a 

nivel del  Sistema Nervioso Central (SNC) (Dantzer et al., 1998a). Entre los 

cambios fisiológicos provocados por las citocinas se incluyen una defensa 

cerebral, llamada “Sickness behaviour” la cual se caracteriza por un aumento de la 

temperatura corporal (fiebre), aumento de sueño (somnolencia), pérdida del 

apetito (anorexia), pérdida de peso e hiperalgesia (Marvel et al., 2004). 
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2.1.4. FIEBRE 

 

Como mencionamos anteriormente, la fiebre se caracteriza por el aumento de la 

temperatura corporal; la cual se encuentra controlada por el SNC. La temperatura 

puede variar durante una infección ya que ayuda al sistema inmune a combatir las 

infecciones mediante el aumento en la actividad de los leucocitos y la inhibición 

del crecimiento de los microorganismos (Rojas, 2007). El control y mantenimiento 

de la temperatura se realiza mediante mecanismos controlados por el sistema 

nervioso, que consiguen mantenerla estable por medio de un equilibrio de 

ganancia y pérdida de calor. 

Ya que la temperatura está regulada centralmente  y que los patógenos invaden el 

cuerpo por  las barreras naturales, se presume que los mediadores pirogénicos  

están en la periferia y son transportados por la circulación hacia el cerebro 

(Blatteis, 1992). Existe un número de sustancias exógenas  capaces de provocar 

fiebre y otros síntomas controlados por el cerebro cuando se inyectan 

sistémicamente en animales experimentales. Los agentes que inducen fiebre son 

llamados pirógenos exógenos (Bacterias, virus, toxinas etc.). Todos estos agentes 

inducen la producción y liberación de proteínas inmunoregulatorias: las citocinas 

pro-inflamatorias. Se ha propuesto que las citocinas circulatorias son los 

mediadores endógenos de la fiebre en respuesta a la administración de pirógenos 

exógenos (Roth y De Souza, 2001). Esto se ha estudiado a partir de la evaluación 

de la aparición de las citocinas en la circulación, la cual  es más o menos 

simultánea al desarrollo de la fiebre luego de la inyección de un pirógeno exógeno 

como el LPS. Dependiendo de la ruta y la dosis, TNF-α es la primera citocina que 

aparece en la circulación, seguida de las interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8). Esta 

cascada de citocinas se observa en respuesta tanto a  las bacterias Gram 

negativas   así como  a las bacterias Gram positivas (Tracey, 2002). Sin embargo, 

en la respuesta a agentes patógenos existe una mejor correlación con los niveles 

de IL-6 y los cambios en la temperatura (fiebre) que con otras citocinas.  

Por otra parte, diversos estudios han  demostrado que las células endoteliales al 

entrar en contacto con las citocinas pirógenas endógenas que circulan en la 
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sangre, liberan metabolitos del ácido araquidónico (prostaglandina E2) provocando 

fiebre (Fauci, 1998); así,  se cree que la prostaglandina E2 (PGE2) actúa como un 

mediador en la región hipotalámica preóptica que al poseer neuronas termo-

sensibles integra respuestas fisiológicas y conductuales relacionadas con la 

termorregulación corporal. Este control termoregulatorio que ayuda a aumentar la 

temperatura y a mantener el curso de la fiebre se lleva a cabo mediante 

respuestas autonómicas (Romanovsky et al., 1997).  

 
2.2. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

 

El Sistema Nervioso está compuesto de  sistemas sensoriales que detectan el 

estado del cuerpo así como el estado de los órganos, así como por el Sistema 

Nervioso Central quien integra las señales provenientes de la periferia y genera 

una respuesta utilizando sistemas motores que transmiten  señales hacia el 

cuerpo y los órganos. Mientras el sistema somático motor controla los 

movimientos voluntarios, el sistema autónomo controla las funciones viscerales e 

inerva a las glándulas (Forsythe, 2009; Tracey, 2002). 

 

El sistema nervioso central puede monitorear la activación inmune en las etapas 

cruciales de una respuesta emergente. El sistema nervioso actúa periféricamente 

para regular el sistema inmune a través de dos mecanismos: la respuesta 

hormonal,  dirigida principalmente por el eje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) 

(Forsythe, 2009) y el sistema nervioso autónomo.   

 

2.2.1. SISTEMA NERVIOSO AUTONÓMO   

 

Como lo mencionamos previamente, la segunda vía principal por la cual el  SNC 

puede actuar directamente en la respuesta inmune es por medio del Sistema 

Nervioso Autónomo (Sternberg, 2006; Kin y Sanders, 2006; Wrona, 2006),  con 

sus dos divisiones principales: el sistema simpático (nor-adrenérgico) y el sistema 

parasimpático (colinérgico). Estos sistemas se originan en el SNC con cuerpos 
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celulares en el tallo cerebral y la médula espinal; a través del nervio vago y las 

fibras simpáticas,  el sistema nervioso autónomo inerva  a los principales órganos 

inmunológicos como son el hígado, el bazo, el timo y la piel. (Steinman, 2004). 

Los dos sistemas algunas veces funcionan en conjunto y otras veces contra 

puestos. El sistema nervioso autónomo actúa en el hipotálamo (controlando la 

liberación de hormonas del estrés), en el tallo cerebral (controlando la frecuencia 

cardiaca, frecuencia respiratoria), así como con el sistema límbico (influenciando 

la formación de memoria). 

 

El sistema nervioso simpático (SNS) está relacionado con actividad o estrés; ésta 

transmisión nerviosa se lleva a cabo mediante el neurotransmisor adrenalina o 

noradrenalina (NA). Existen diferentes tipos de receptores para la adrenalina (α y 

β), los cuales pueden causar: un aumento en la frecuencia y excitabilidad 

cardiaca, vasoconstricción y midriasis (dilatación de pupilas) entre otros (Duran, 

2008). El SNS regula la inmunidad a un nivel regional a través de la inervación de 

los órganos inmunes (Nance y Sanders, 2007). Su regulación puede ser pro-

inflamatoria o anti-inflamatoria (Elenkov et al., 2000). Durante la respuesta inmune 

adaptativa, las señales del cerebro se transmiten por la activación de las fibras 

eferentes del SNS (Forsythe, 2009) a los órganos periféricos inervados (Sternberg 

et al., 2007).  

 

El sistema nervioso parasimpático (SNP) es predominante en situaciones de 

reposo y asimilación de energía en el organismo. La transmisión nerviosa se lleva 

a cabo a través del neurotransmisor acetilcolina (ACh). Los receptores 

preganglionares se denominan nicotínicos, debido a que la nicotina tiene efectos 

agonistas sobre ellos. Los receptores a nivel de los órganos efectores se 

denominan muscarínicos debido a que la muscarina (producto tóxico de la seta 

Amanita muscaria) estimula estos receptores. La unión de la acetilcolina a sus 

receptores en el órgano efector produce disminución de la frecuencia cardiaca, 

vasodilatación, bronco-constricción, relajación del esfínter y miosis entre otros. El 

papel del SNP en la modulación inmune  posee un carácter anti-inflamatorio que 
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ocurre a través del nervio vago; el funcionamiento del mecanismo se describirá a 

continuación.  

 

2.2.2. REFLEJO INFLAMATORIO 
  

Estudios de Tracey y colaboradores (2002) resaltaron el papel de la vía 

parasimpática en la inmunoregulación. Las fibras vagales contienen componentes 

sensoriales que controlan diversas funciones de los órganos como la frecuencia 

cardiaca y la digestión (Borovikova et al., 2000; Wang et al., 2003). Además de  

estas funciones clásicas,  el nervio vago constituye una conexión entre  el  sistema 

nervioso y el sistema inmune  y funciona como un mecanismo  anti-inflamatorio en  

la inflamación local  y sistémica (Forsythe, 2009).  

Estudios previos demuestran que la ablación del nervio vago (vía parasimpática) 

después de la administración de LPS (Bluthé et al., 1994; Bret-Dibat et al., 1995; 

Watkins et al., 1994) evita que la comunicación entre el SI y el SNC se lleve a 

cabo de manera eficiente, eliminando  o atenuando fuertemente los síntomas del 

“sickness behaviour” (Blatteis, 1992); aunado a esto se observó que la excitación 

de este nervio en estado de endotoxemia (presencia de endotoxinas en torrente 

sanguíneo) atenúa el estado inflamatorio (Borovikova et al., 2000), proponiendo 

así un mecanismo neural que controla la inflamación, denominado “reflejo 

inflamatorio vagal ” o bien “vía colinérgica-anti-inflamatoria” Fig. 2 (Tracey, 2002). 
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Figura 2. El reflejo inflamatorio. La liberación de acetilcolina (ACh) interactúa con los receptores 

nicotínicos en los macrófagos, de los órganos del sistema reticuloendotelial (hígado, corazón, bazo 

y tracto gastrointestinal) que inhiben la liberación de TNF, IL-1 y otras citocinas. Imagen modificada 

de Tracey 2002. 

 

El reflejo anti-inflamatorio  se lleva a cabo a través de la unión del neurotransmisor 

parasimpático Acetilcolina (ACh) a la subunidad α 7 del receptor nicotínico 

presente en los macrófagos (Borovikova et al., 2000), provocando la inhibición de 

los mecanismos post-transcripcionales como la vía del factor de transcripción NF-

κB, que como ya se menciono, interviene en la síntesis de citocinas 

proinflamatorias, como la IL–1β,  IL–6 y TNF-α. Los niveles de la citocinas 

antiinflamatorias como la IL–10, no se ven afectados por medio de este reflejo  

(Berthoud y Neuhuber, 2000; Borovikova et al., 2000). 

En este mecanismo, la vía neural básica que monitorea y ajusta la respuesta 

inflamatoria, previene el derrame de productos de la inflamación hacia la 

circulación. El proceso inflamatorio debe de ser perfectamente regulado, debido a 

que las deficiencias o excesos en éste pueden causar la muerte.  



	   12	  

De esta manera, el sistema nervioso integra la respuesta, reúne información 

acerca de los eventos invasivos locales y moviliza las defensas (Tracey, 2002). El 

mecanismo de  las neuronas colinérgicas y su papel en la inhibición de la 

inflamación aguda ha expandido el conocimiento de cómo el sistema nervioso 

puede modular al sistema inmune.  

 
 

2.3. INTERACCIÓN ENTRE EL SISTEMA INMUNE Y EL SISTEMA 
NERVIOSO CENTRAL 

 

Diversos estudios han establecido que el sistema inmune y el sistema nervioso 

central colaboran a través de interacciones bidireccionales para facilitar el control 

requerido para mantener la homeostasis del cuerpo (Sternberg, 2006; Tracey, 

2002). Alteraciones en estos dos sistemas pueden resultar en procesos de 

inmunodeficiencia que pueden culminar en  una infección, cáncer o  una respuesta 

inmune excesiva causando desordenes como la artritis reumatoide,  enfermedad 

de Crohn´s, arteroesclerosis, diabetes, Alzheimer, esclerosis múltiple y asma  

(Forsythe, 2009).  

El cerebro monitorea de forma continua el estado de la respuesta inmunológica y 

detecta las respuestas inflamatorias periféricas a través de dos vías: la neural y la 

humoral (Elmquist et al., 1997; Watkins et al., 1995) 

 

2.3.1. VÍAS DE ENTRADA  

 

Como se describió anteriormente, el reflejo anti-inflamatorio es una evidencia de la 

interacción regulatoria entre el sistema inmune y el sistema nervioso central. En 

éste, la vía por la cual la información de la periferia puede llegar al cerebro es la 

llamada vía neural, la cual se encuentra modulada por el sistema nervioso 

parasimpático (SNP). El mecanismo neural participa en la activación de las fibras 

sensitivas aferentes del nervio vago, que indican al cerebro que la inflamación está 

ocurriendo. Dicho mecanismo percibe la  activación por las citocinas producidas 

por células dendríticas y macrófagos así como otras células inmunológicas 
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asociadas al nervio vago (Schwarz, 2012), el principal nervio  del sistema nervioso 

parasimpático, el cual contiene fibras (80 % de ellas son  aferentes) que llevan las 

señales de la periferia hacia el cerebro (Schwarz, 2012). En esta vía, las citocinas 

pro-inflamatorias que son liberadas por las células inmunes periféricas en 

respuesta a un reto inmunológico (Janeway y Medzhitov, 1999), son captadas por  

sus receptores en la periferia enviando su señal al cerebro y a través de éste.  

Se sabe que la rama hepática del nervio vago, es una ruta de transducción 

sistémica inflamatoria y pirogénica que señaliza al cerebro (Maier et al., 1998); 

(Romanovsky, 2000). Las fibras aferentes del vago visceral, situadas en el ganglio 

nodoso, terminan principalmente dentro del complejo dorsal vagal (DVC, por sus 

siglas en inglés). El DVC está constituido por el núcleo del tracto solitario (NTS), el 

Núcleo Motor Dorsal del Vago (DMV) y el área postrema (AP) (Berthoud y 

Neuhuber, 2000; Maier et al., 1998; Schwarz, 2012)  
 

Por otra parte la segunda vía de entrada de la información inmunológica al cerebro 

es conocida como  la vía humoral (Hansen et al., 2001, Goehler et al., 2000). En 

ésta, las citocinas  pueden ejercer sus efectos en el cerebro directamente  a través 

de su unión a sus receptores específicos presentes en los órganos 

circumventriculares (CVO´S) como son: el Órgano Vasculoso de la Lámina 

Terminalis (OVLT), el Órgano Subfornical (SFO), la Eminencia Media (EM), y el 

AP (Jonhnson, 2003). Estos núcleos se localizan a lo largo de la línea media de 

los ventrículos cerebrales en los vertebrados (Figura 3) (Joly et al., 2007) y se 

caracterizan por presentar una barrera hematoencefálica pobre o ausente; la unión 

de las citocinas a sus receptores específicos en estos sitios dentro del cerebro, 

permite la transmisión de la señal hacia lugares  específicos  del hipotálamo e 

inician una cascada neuronal. Ya sea por la liberación de citocinas  desde el  sitio 

de infección o por la inyección de las mismas (TNF-α, IL-6 i.v.; Goehler, 2000), las 

citocinas arriban  a la circulación y de esta manera, pueden inducir la activación 

del SNC quien controla el “sicknes behavior”  (Hansen et al., 2001). Por lo tanto, 

las citocinas circulantes durante una infección son considerados como los 
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mensajeros de la señalización sistema inmune-cerebro en la vía humoral (Chings, 

2007). 

 
Figura 3. Vía humoral. Órganos circumventriculares con receptores para Lipopolisacárido (LPS)  y 

Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMP´s). Imagen modificada de Dantzer, 2008. 

 

De igual manera que las citocinas,  la unión del LPS  (uno de los antígenos más 

utilizados para inducir inflamación) con su receptor específico de tipo Toll (TLR4) 

puede activar al cerebro (Wuchert et al., 2008). Los TLRs presentes en la 

microglia (macrófagos específicos del SNC, encontrados en los CVO´s) activan la 

vía del factor de transcripción NF-κβ la cual promueve la transcripción de los 

genes que codifican para  las citocinas pro-inflamatorias. Las vías humorales y 

neurales (principalmente vagales) están involucradas en la transmisión de la 

información periférica inmunológica hacia el cerebro (revisado en Goehler et al., 

2000). 

 

Por otro lado, en el parénquima de los órganos linfoides primarios y secundarios 

se encuentran fibras simpáticas inervando la médula ósea y el timo (Felten et al., 

1992). Dentro de los tejidos secundarios, las terminaciones nerviosas simpáticas 
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se localizan primariamente en áreas abyacentes a células T en la cercanía de 

macrófagos y células B abyacentes a sinus (Felten et al., 1992); (Panuncio et al., 

1999). Estudios in vivo en los cuales el SNS es eliminado químicamente 

(simpatectomía) o interrumpido quirúrgicamente cortando la inervación a los 

órganos linfoides indican que el SNS tiene un papel importante en la regulación de 

la inmunidad a nivel regional. Esta regulación ocurre principalmente por la 

interacción de noradrenalina y adrenalina ya que las células inmunes están 

equipadas para responder a señales adrenérgicas (Forsythe, 2009).  

La Introducción de cualquier antígeno al cuerpo está asociada con la liberación de 

norepinefrina (NE) desde las terminales nerviosas simpáticas localizadas dentro 

del tejido linfoide. Una infección sistémica con LPS aumenta la tasa de liberación 

de NA en el bazo. Esto sugiere que el antígeno no activa directamente al SNS, 

pero lo requiere para la toma, el proceso, la presentación y la activación de  las 

células inmunes y así producir citocinas. Estas citocinas (IL-1, IL-6 y TNF-α) se 

comunican con el cerebro o el sistema nervioso periférico para activar el SNS y 

libera NA para regular la actividad de las células inmunes. Evidencia que el 

cerebro está involucrado en regular la liberación de NA después de un reto inmune 

está dada por el hecho de el incremento en la actividad en terminales nerviosas 

simpáticas después de la exposición antígeno es parcialmente prevenida si se 

bloquea farmacológicamente la transmisión nerviosa del cerebro hacia la periferia 

(Kohm et al., 2000).  

 

2.3.2. VÍAS DE SALIDA 

 

Como ya mencionamos anteriormente, durante una  infección, las citocinas 

producidas por la activación del sistema inmune pueden actuar directamente en el 

cerebro a través de las proyecciones ascendentes del NTS, quienes reciben la 

información vagal de la periferia y proyectan a regiones del hipotálamo incluyendo 

el Núcleo Paraventricular (PVN) y así activan el eje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal 

(HPA) (Berkenbosch et al., 1987); (Bernardini et al., 1990); (Sapolsky et al., 1987). 

La activación de neuronas del PVN  permiten  la liberación de la hormona 
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liberadora de corticotropina (CRH) desde el hipotálamo, la cual estimula la 

expresión y liberación de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) desde la 

pituitaria, induciendo la secreción de corticosteroides por las glándulas adrenales. 

Ambos CRH y ACTH pueden modular las células inmunes directamente; los 

glucocorticoides son los principales efectores del sistema neuroendocrino y tienen 

múltiples efectos en las células inmunes, principalmente efectos anti-inflamatorios 

(Schwarz, 2012). Sin embargo, también se ha demostrado que los 

glucocorticoides incrementan el número de neutrófilos (Cox, 1995); (Liles et al., 

1995) y que se requiere de un pequeño incremento en las concentraciones de 

glucocorticoides, producido por los antígenos, para la formación de las respuestas 

anticuerpo-específicas (Dhabhar, 1998).  

 
 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Se sabe que el hígado tiene un papel importante en la respuesta inflamatoria, ya 

que proporciona los componentes necesarios para la defensa del huésped en el 

sitio de la inflamación y coordina la activación de las proteínas plasmáticas de la 

fase aguda (Baumann y Gauldie, 1994). Además es el principal órgano de 

procesamiento del LPS y de otros antígenos provenientes de la comida 

(Freudenberg y Galanos, 1990) y  contiene el mayor depósito  de macrófagos en 

el cuerpo (células de Kupffer). 

Existe evidencia  que apoya las numerosas interacciones entre el SNC y el hígado 

(Thayer y Sternberg, 2010). La posibilidad de que tanto el hígado como el cerebro 

logren detectar la presencia de LPS, sugiere que la comunicación entre el hígado 

y el cerebro tiene como objetivo difundir el peligro de la infección hacia el cerebro 

para aumentar o disminuir la respuesta inflamatoria del hígado dependiendo del 

estado del individuo.  

 

Estudios previos demuestran que la denervación (pérdida de la inervación del 

órgano, por medio de un procedimiento quirúrgico) subdiafragmática (pérdida de la 

inervación de toda la cavidad visceral) tiene un efecto inhibitorio ante los síntomas 
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del “sickness behavior” (Bluthe et al., 1994; Bret-Dibat et al., 1995, Watkins et al., 

1994; Tracey, 2002). Sin embargo, en estos trabajos se administraron dosis altas 

de LPS y la denervación no es específica para el hígado o  bien la innervación 

simpática del hígado se mantuvo intacta; por lo que ésta rama del SNA aún fue 

capaz de modular la respuesta inmune.  

Con base en la literatura actual no se pueden establecer conclusiones definitivas 

sobre el papel que juega el Sistema Nervioso en la modulación de respuesta 

inmune, ya que los datos son controversiales y difíciles de interpretar (Hansen et 

al., 2001). Una razón por la cual hay diferencias en los hallazgos cuando se 

administra el LPS a roedores vagotomizados (con ablación del nervio vago), 

puede deberse a las diferencias en los métodos experimentales utilizados, así 

como en las dosis de LPS, su vía de administración (i.v., i.p., ó s.c.) y el tipo de 

denervación utilizada (denervación simpática, parasimpática o completa).  

 

En el presente trabajo, se  pretende investigar el mecanismo de inflamación dado 

por la comunicación entre el Sistema Nervioso y el hígado cuando se eliminan las 

principales vías de comunicación autonómica hacia el cerebro; la vía 

parasimpática y la simpática. La denervación hepática que se utilizó en este 

trabajo comprendió la ablación de las fibras aferentes y eferentes de la rama 

parasimpática y simpática del SNA. 
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4. HIPÓTESIS 
 
La denervación completa (simpática y parasimpática) del hígado resultará en un 

cambio en la respuesta inmune, así como un cambio en el patrón de activación del 

cerebro; la dirección del cambio, indicará la funcionalidad de esta interacción.  

 

Hipótesis específicas 

⎯ Si la denervación del  hígado cambia entonces la producción de citocinas 

ante un reto inmune, entonces el cerebro estará actuando como el 

modulador de la respuesta inmune. 

⎯ Sin la llegada de la información periférica al cerebro a través de la vía 

neural, la activación neuronal será mayor en los CVO´s (componentes 

importantes de la vía de comunicación humoral) que en el NTS 

(componente de la vía neural). 

 
5. OBJETIVO 

 
 

• General.-  Estudiar el mecanismo de comunicación entre el Sistema inmune 

y el Sistema Nervioso central, en respuesta a  una dosis moderada de LPS 
en animales denervados hepáticamente.  
 

 

• Específicos: 
a) Evaluar la producción de las citocinas pro-inflamatorias IL-6 y 

TNF-α en plasma, después del reto de LPS en animales 

denervados y animales control. 

 

b) Investigar la contribución del hígado y el bazo en la producción de 

Citocinas circulantes por medio de la medición de mRNA de las 

citocinas pro-inflamatorias, antes y después de la administración 

del LPS en animales denervados y animales control. 
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c) Analizar la activación neural antes y después de la administración 

de  una dosis moderada de LPS, para determinar si los núcleos 

hipotalámicos (OVLT, NSQ, AP, NTS, DMV) involucrados en la 

comunicación hígado-cerebro. 

 

d) Evaluar los niveles de glucosa circulante en animales denervados 

para determinar el papel del hígado como principal órgano 

metabólico  involucrado en el  procesamiento de LPS.  

 
 

6. MATERIAL Y MÉTODO 

 
6.1. ANIMALES 

 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 200 a 250 gramos, 

obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Las ratas se 

mantuvieron bajo condiciones constantes  Luz/ Oscuridad   (L/D) 12:12, con 

alimento y agua ad libitum; alojadas en cajas individuales de polipropileno de (45 x 

30 x 35 cm3). Las luces se encendieron a las 7:00 am (ZT0) y se apagaron a las 

19:00 pm (ZT12). Los animales se dividieron en dos grupos: los animales con 

denervación simpática y parasimpática a nivel hepático y el grupo control que 

consistió en animales Sham o “falsos operados”. Los animales fueron denervados 

quirúrgicamente administrándoles anestésicos en mezcla de Ketamina (40-80 

mg/kg) con Xylacina (5-8 mg/kg). Se dejaron 3 semanas en recuperación. 

 

6.2. DENERVACIÓN HEPÁTICA(SIMPÁTICA, PARASIMPÁTICA) 

 

Denervación simpática (hígado)  
Se realizó una laparotomía. Los lóbulos hepáticos fueron gentilmente acomodados 

anterior dorsal, los ligamentos que rodean el hígado fueron cortados para liberar el 

ducto biliar y el complejo de la vena porta, los cuales se aislaron el uno del otro. Al  

nivel de la vena porta hepática, la arteria hepática se separó en la arteria  hepática 
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propia y la arteria gastroduodenal. Esta división ocurre en la superficie ventral de 

la vena porta. En este punto, las arterias se separan por una disección de la vena 

porta. Los nervios que corren a lo largo de la propia arteria hepática fueron 

removidos usando instrumentos de microcirugía bajo un microscopio (25X de 

magnificación). Se removió el tejido conectivo que se encontró entre la arteria 

hepática y la vena porta, eliminando cualquier posibilidad de cruce de nervios. 

 

Denervación parasimpática (hígado)  
Se realizó una laparotomía. La cara que contiene la rama hepática se puso a la 

vista por el movimiento gentil de estomago y esófago. La rama hepática fue 

separada de la parte izquierda del nervio vago. Se tomó particular cuidado para no 

dañar la parte dorsal y ventral del nervio vago que inerva el estomago y el tejido 

abdominal así como los vasos sanguíneos que corren a través de las ramas 

vagales hepáticas figura 4. 

 

 
 

Figura 4.  Fotografía donde se ubican el nervio vago. Denervación parasimpática. 

 

Sham o “Falsos Operados” 
Se realizó una laparotomía. Y se repitió los procesos anteriormente mencionados 

(denervación simpática y parasimpática), con la excepción de que no hubo corte 

alguno de nervios y tejido conectivo. 
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6.3.  INSERCIÓN DE CÁNULA INTRA-YUGULAR. 

 

Después de tres semanas de recuperación del procedimiento quirúrgico 

anteriormente descrito y bajo las mismas condiciones anestésicas, se insertó un 

catéter en la vena yugular interna (tubo de silicón y polietileno- 0.025in i.d; Silastic 

Laboratoy Tubing; Dow Corning Corp; Midland, MI, USA) por el cual se  administró 

el LPS y se tomaron muestras sanguíneas. Las muestras sanguíneas fueron 

colectadas en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 7000 rpm, durante 7 min. El 

suero se almacenó en alícuotas de 100 µl a -20°C hasta su uso. Las alícuotas 

fueron procesadas con un método colorimétrico ELISA para la determinación de 

IL-6 y TNFα  (Invitrogen; Quantikine R&D systems).  

 

6.4. RETO INMUNOLÓGICO 

 

Las ratas fueron inmunizadas con una inyección vía intravenosa  de LPS a una 

dosis de 1.6 µg/kg (extraído de Escherichia coli, 90H4012; Sigma-Aldrich Canada, 

Ltd., Oakville, Ontario, Canada) disuelto en una solución de salina estéril. La 

solución para la inyección se preparó a partir de una solución stock (1 mg LPS in 

1ml salina) justo antes del experimento. Todas las inyecciones fueron a las 9am. 

Las ratas de los grupos control fueron inyectadas con solución salina estéril 

(Cloruro de Sodio al 0.9%) libre de endotoxinas (1ml/kg) en el mismo punto 

temporal. 

 

A los 90 minutos después de la administración de LPS y/o salina, las ratas fueron 

sacrificadas por medio de una sobredosis de pentobarbital sódico y se colectó 

tejido (bazo, hígado) que fue almacenado a -80°C inmediatamente para evitar que 

las enzimas (RNAasas) degraden el RNA del tejido. Este tejido se sometió al 

proceso de extracción de RNA por medio del método de Trizol  (Invitrogen) 

seguido de este, se hizo el cDNA, para evaluar la expresión de IL-6, TNF α, IL-1 y 

TLR4 mediante la técnica de PCR.  
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RT-PCR Semi Cuantitativo  
 
El RNA fue aislado del hígado y del bazo con el método de Trizol (Invitrogen) de 

acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se utilizaron cantidades iguales 

del RNA total de por lo menos cuatro ratas por condición, para sintetizar el DNA 

complementario generado con el kit SuperScript III (Invitrogen), el cual se utiliza 

para sintetizar tanto cDNA y amplificación por PCR, con específicos primers de 

genes. 

 

Los genes fueron analizados por PCR semicuantitativo (Q-RT-PCR). Las 

secuencias de los primers utilizados están enlistadas en la Tabla 1. Todos los 

datos fueron normalizados con la expresión de GAPDH (gen constitutivo) en cada 

uno de los tejidos. La cantidad de mRNA fue calculada usando los datos obtenidos 

del análisis del Quantity One ® v 4.5 Software para Windows con Bio-rad 

Molecular Imager FX.	  	  	  

	  

Nombre	  del	  Gen	   Secuencias	   Número	  de	  Acceso	  

TLR4	   Sense 

5’TGTATCGGTGGTCAGTGTGC 

Antisense 

5’CAGCAATGGCTACACCAGGA 	  

NM	  019178.1	  

	  

	  

	  

GAPDH	   Sense 5’ 

TGATGGGTGTGAACCACGAG   

Antisense 5’ 

CATTGAGAGCAATGCCAGCC	  

NM	  017008.4	  

IL6	   Sense 

5´ TCGGCAAACCTAGTGTGCTA 

Antisense 

5´TGCAAGAAACCATCTGGCTAGG 
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IL1Beta	   Sense 

5´CCAGGATGAGGACCCAAGCA 

Antisense 

5´TCCCGACCATTGCTGTTTCC 

 

TNF-‐	  ALFA	   Sense 

5´CTCAAGCCCTGGTATGAGCC 

Antisense 

5´CAGGGAACAGTCTGGGAAGC 

 

 Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos utilizados. 

	  

Posteriormente se realizó la perfusión intracardiaca con aproximadamente 200 ml 

de solución salina al 0.9% y 200 ml de Paraformaldehído al 4%, para la fijación de 

los tejidos;  diluido en amortiguador de Fosfatos 0.1M (PBS; pH7.2). Los cerebros 

se extrajeron manualmente y se almacenaron en paraformaldehído al 4% para 

mejorar la fijación del tejido durante 72 hrs; después de este tiempo se cambiaron 

de solución a sacarosa al 30%  para su crioprotección. Para procesar el tejido 

neural, se cortaron secciones coronales del cerebro con ayuda del criostato a una 

temperatura de -21°C y un grosor de 35 µm. Se colectaron los cortes y se 

almacenaron en PBS. Se seleccionaron los cortes y se sometieron a la técnica de 

inmunohistoquímica para c-Fos.  

 

6.5. INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Los cortes seleccionados de cerebro correspondientes a OVLT, NSQ, AP, DMV y 

NTS se incubaron en amortiguador de bloqueo  (Fracción V de Albumina Bovina 

0.5g, Triton X-100 1ml, PBS 500ml Ph 7.6)  durante 1 hora a temperatura 

ambiente con agitación lenta y toda la noche a 4°C con agitación lenta. Al día 

siguiente se incubó el tejido en amortiguador de bloqueo con el anticuerpo 

primario anti c-Fos preparado en conejo (Chemicon) a una dilución de 1:10000. 

Nuevamente se incubó por una hora a temperatura ambiente con agitación lenta y 
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toda la noche a 4°C.  Después se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno 

con amortiguador de fosfatos 0.1M, y NaCl 0.09% Ph 7.6 (PBS). Al terminar se 

incubó el tejido en amortiguador de bloqueo con un anticuerpo secundario 

acoplado a biotina anti conejo (Jackson immunoreseach), a una dilución de 1:400, 

durante una hora a temperatura ambiente con agitación lenta. Se lavaron 

nuevamente con PBS y se incubaron con el complejo ABC (Vector) a una dilución 

de 1:500 en amortiguador de bloqueo por una hora más a temperatura ambiente 

con agitación lenta, por último se lavaron nuevamente con PBS y se reveló el color 

con 3-3 diaminobenzidina (Sigma) (DAB) (0.5 mg/ml, en TBS pH 7.2, peróxido de 

hidrógeno al 30% (15µl) y sulfato de amonio y Níquel al 10% (500µl por cada 50ml 

de solución  de DAB). Cuando se consideró adecuado (una saturación no 

excedente del color revelado), se detuvo la reacción por medio de dos lavados con 

PBS y se observó al microscopio, buscando la marca característica de c-Fos. Esta 

se utilizó para explorar la activación neuronal, ya que la proteina c-Fos  presenta 

una expresión muy rápida  a la estimulación de neurotransmisores, de esta 

manera podemos ver que núcleos se encuentran involucrados en respuesta al reto 

inmune.  

 

 

6.6. CUANTIFICACIÓN 

 

Con el fin de cuantificar la inmunoreactividad de c-Fos (Fos IR) se escogieron 3 

secciones representativas por núcleo de interés (AP, OVLT, NTS y NSQ) de 

acuerdo con el atlas estereotáxico de (Paxinos G.,1998), una sección anterior una 

sección medial y una sección posterior. Las imágenes fueron examinadas bajo un 

microscopio de luz Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokio; Japón) y capturadas con un 

ocular de ampliación 20x. Utilizando un sistema de análisis de imágenes 

computarizado (Image- Pro, Plus. 5.1, Media Cybernetics, Bethesda, MD), las 

células inmunoreactivas positivas fueron contadas bilateralmente usando un 

sistema de análisis de imagen computarizado (Image J, 1.42q, National Institutes 

of Health Bethesda, MD). 
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La densidad óptica del fondo fue establecida en una región próxima que no 

presentaba c-Fos. Las células teñidas que alcanzaron o superaron 2 veces la 

densidad óptica del fondo fueron consideradas positivas y fueron incluidas, 

mientras que las células bajo este umbral de tinción fueron descartadas. Las 

células positivas totales se determinaron bilateralmente en cada corte y los valores 

totales por individuo se promediaron por grupo. 

 

6.7 ANÁLISIS ESTADISTICO  

 

Para determinar la expresión diferencial de c-Fos entre animales denervados y 

animales Sham, se realizó un Análisis de varianza de dos vías. El análisis post 

Hoc fue realizado con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 

0.05.  

De igual manera para evaluar la varianza entre la cantidad de citocinas 

plasmáticas entre cada grupo experimental, se realizó un Análisis de varianza de 

dos vías (ANOVA, medidas repetidas). El análisis post Hoc fue realizado con la 

prueba Tukey. El nivel de significancia fue establecido de p< 0.05. 

Para determinar la diferencia de expresión TLR4 entre grupos, se realizó una 

prueba de T de student. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05. 
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7. RESULTADOS 

 
 

7.1 . La denervación hepática completa ocasiona la producción exacerbada de 

IL-6 y TNF- α después de un reto con LPS. 

 

Para evaluar la respuesta  inflamatoria, se midió la cantidad de las citocinas pro-

inflamatorias TNF-α e IL-6 en plasma, antes y después de un reto con 1.6 µg/kg 

de LPS, dos horas después del inicio de la luz. Como se muestra en la figura 5, los 

animales C.D. responden con niveles más elevados de TNF-α a los 40 y 80 

minutos después de la administración del reto inmune en comparación con los 

animales  sin denervacion (Sham) (p< 0.001). Los grupos inyectados con solución 

salina  produjeron niveles muy bajos de TNF-α. 
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Figura 5. Los animales C.D. producen niveles más elevados de TNF-α en respuesta a un reto con 
LPS (1.6µg/kg, i.v.) Nivel de Significancia ***p <0.001 (C.D, LPS comparados con Sham LPS). Los 
valores se expresan como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). Se realizó una prueba de 
ANOVA de dos vías (medidas repetidas). Análisis de varianza. El análisis post Hoc fue realizado 
con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05. 
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De la misma manera se evaluaron los niveles de IL-6 en plasma en respuesta a 

LPS; como se muestra en la figura 6,  la producción de IL-6 se puede observar a 

partir de los 40 minutos después de la administración del LPS; sin embargo, a este 

tiempo no se observaron diferencias significativas entre la producción de IL-6 entre 

C.D. y Shams. El pico de producción de IL-6 se observa a los 80 minutos después 

del reto inmune, siendo éste punto en donde los niveles de IL-6 en C.D., fueron 

significativamente más altos en comparación con los niveles de IL-6 en animales 

Sham,  (p<0.001). La administración de solución salina no indujo la producción de  

IL-6. 
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Figura 6. Los animales C.D. producen altos niveles de IL-6 después de  un reto i.v., con  1.6µg/kg 
de LPS en comparación con animales Sham. Nivel de Significancia ***p<0.001 (C.D, LPS 
comparados con Sham LPS). Los valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por 
tratamiento). Se realizó uns prueba de ANOVA de dos vías (medidas repetidas). El análisis post 
Hoc fue realizado con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05 
 

7.2.1 La denervación hepática completa no modifica los niveles de expresión de 

genes inflamatorios en el hígado en condiciones basales 

 

Para estudiar los efectos de la  denervación hepática en la expresión de los genes 

inflamatorios en condiciones basales (sin un reto inmune); se evaluó la expresión 
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de IL-6, IL-1β  y TNF-α después de la administración de solución fisiológica 

(salina) como control. Como se muestra en la figura 7, los niveles de expresión de 

las citocinas analizadas, no se modificaron en animales C.D., en comparación con 

animales sham. 

 

	  

 

	  

	  

	  
	  

Figura 7. Expresión de genes inflamatorios (IL-1β, IL-6, TNF-α) en el hígado de animales (C.D.) y 
Shams, posterior a la administración de solución de solución salina. i.v. La denervación hepática 
completa no afecta la expresión de los genes inflamatorios analizados en el hígado. La 
cuantificación de los genes  inflamatorios fue normalizada con la expresión del gen GAPDH. Los 
valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). (A: cuantificación, B: 
muestras representativas del experimento). Se realizó un Análisis de varianza. El análisis post Hoc 
fue realizado con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05. 
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7.2.2. La administración de LPS no modifica los niveles de expresión de 

genes inflamatorios en el hígado de animales denervados 

 

Ya que el hígado coordina la activación de las proteínas plasmáticas de la fase 

aguda, se analizó la expresión de genes inflamatorios luego de la administración 

de LPS. Como se muestra en la figura 8, no se observaron diferencias 

significativas en la expresión de los genes inflamatorios (IL-6, IL-1β y TNF-α) 

evaluados en el hígado de los animales denervados (C.D.) en comparación con 

sus controles (Sham) en respuesta a LPS. 
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Figura 8. Expresión de genes inflamatorios (IL-1 β, IL-6, TNF-α) en el hígado de animales  C.D. y 
Shams, posterior a la administración de LPS (1.6 µg/kg, i.v.). La denervación hepática completa no 
afecta la expresión de genes inflamatorios en el hígado después de un reto con LPS. La 
cuantificación de los genes  inflamatorios fue normalizada con la expresión del gen GAPDH. Los 
valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). (A: cuantificación, B: 
muestras representativas del experimento). Se realizó un Análisis de varianza. El análisis post Hoc 
fue realizado con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05. 
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Cuando comparamos la expresión de genes pro-inflamatorios en los C.D. en 

condiciones basales, contra  la administración de LPS, observamos que el LPS no 

indujo la expresión de estos genes en el hígado (Fig. 9). Por el contrario, 

observamos que la expresión de TNF-α e IL-1β en animales Sham aumentó 

significativamente (p< 0.05; p<0.001) en respuesta a la administración de LPS en 

comparación a sus controles (salina) (Fig. 10). Sin embargo, como mencionamos 

anteriormente, no se observaron diferencias significativas en la expresión de 

genes inflamatorios cuando comparamos los efectos de la administración de LPS 

entre animales C.D., y Sham (Fig. 8).  Lo anterior se opone a lo reportado para los 

niveles de TNFα e IL-6 en  el plasma de animales Sham en respuesta a LPS (Fig. 

5 y Fig. 6). 
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Figura 9. El LPS no afecta la expresión de genes inflamatorios en el hígado de animales C.D. 
Comparación de la expresión de genes inflamatorios (IL-1, IL-6, TNF-α)  en hígados de animales 
C.D. que recibieron salina contra los que recibieron LPS (1.6 µg/kg, i.v.). La cuantificación de los 
genes  inflamatorios fue normalizada con la expresión del gen GAPDH. Los valores se expresan  
como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). Se realizó un Análisis de varianza. El análisis 
post Hoc fue realizado con la prueba Tukey. El nivel de significancia establecido fue p< 0.05. 
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Figura 10.  Comparación de la expresión de genes inflamatorios (IL-1β, IL-6, TNF-α)  en hígados 
de animales Sham que recibieron salina contra los que recibieron LPS (1.6 µg/kg, i.v.). La 
administración de LPS induce un incremento en la expresión de los genes TNF-α e IL-1β. Nivel de 
Significancia ***p<0.001 (C.D, LPS comparados con C.D., salina), *p<0.05 (C.D, LPS comparados 
con C.D., salina). La cuantificación de los genes  inflamatorios fue normalizada con la expresión del 
gen GAPDH. Los valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). 
Se realizó un Análisis de varianza. El análisis post Hoc fue realizado con la prueba Tukey. El nivel 
de significancia establecido fue p< 0.05. 
 
 
7.3 Los animales denervados sobre expresan el receptor para el LPS en  

condiciones basales 

 

Ya que el hígado contiene el mayor depósito  de macrófagos en el cuerpo (células 

de Kupffer) los cuales expresan el receptor tipo Toll  específico para el LPS 

(TLR4), se evaluó la expresión de este receptor en los hígados de los animales 

Sham y C.D., en condiciones basales (salina).  Como se observa en la figura 11, 

los animales C.D., expresan mayores niveles de TLR4 en comparación con los 

animales Sham (p<0.05). Además de evaluar la expresión del TLR4 en el hígado,  

se evaluó su expresión en los bazos de los  mismos animales C.D., y Sham, para 

estudiar el efecto de la cirugía en este órgano con la hipótesis de que la 

denervación hepática afecta de manera específica dicho órgano. En la figura 12 
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podemos observar que la expresión del receptor TLR4 no se altera en el bazo 

después del proceso de denervación hepática. 
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Figura 11. La expresión de TLR4 en el hígado de los animales C.D., aumenta. La expresión de 
TLR4 en animales Denervados  es mayor que en animales Sham después de la inyección de 
solución salina. Todos los valores están expresados en promedios ± E.E. (n=4-5 ratas por 
tratamiento) *P <0.05 (C.D., comparado con sham). La cuantificación del gen TLR4 fue 
normalizada con la expresión del gen GAPDH. Los valores se expresan  como el promedio ± s.e.m 
(n=4-5 ratas por tratamiento). (A: cuantificación, B: muestras representativas del experimento). Se 
realizó una T de student, para determinar la varianza. El nivel de significancia establecido fue p< 
0.05.   
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Figura 12. La expresión de TLR4 en bazo de los animales C.D. no se modifica. La denervación 
hepática no afecta la expresión  de TLR4 en animales Sham y Denervados La cuantificación del 
gen TLR4 fue normalizada con la expresión del gen GAPDH. Los valores se expresan  como el 
promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). (A: cuantificación, B: muestras representativas de un 
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experimento). Se realizó una T de student, para determinar la varianza. El nivel de significancia 
establecido fue p< 0.05.   
 
 
 

7.4  Los animales denervados sobre expresan el receptor TLR4 en respuesta a un 

reto con LPS en comparación con los animales Sham 

 

La administración de 1.6 µg/kg de LPS, induce una mayor expresión del TLR4 en 

los animales C.D., (p<0.05) en comparación con los animales Sham (Fig. 13). Sin 

embargo, los niveles de expresión de TLR-4 no se modifican en animales C.D., ni 

en animales Sham cuando se comparan los efectos de los tratamientos (LPS vs 

Salina). Lo anterior sugiere que la denervación hepática per se provoca un 

aumento en la expresión del TLR4 en el hígado y que este aumento se mantiene 

en respuesta a un reto de LPS. 
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Figura 13. La expresión de TLR4 aumenta en animales C.D., después de la administración LPS en 
comparación con animales Sham. La cuantificación del gen TLR4 fue normalizada con la expresión 
del gen GAPDH. Los valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). 
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7.4  La denervación  hepática completa  aumenta la actividad neuronal en los 

Órganos Circumventriculares (CVO´s) en respuesta a LPS 

 

Nuestros resultados muestran que los animales denervados producen altos 

niveles de citocinas inflamatorias en respuesta a un reto de LPS.  

La IL-6 y el TNF-α, pueden ejercer sus efectos en el cerebro a través de la unión a 

sus receptores específicos presentes en los CVOs (Johnson et al., 2003). A este 

proceso se le considera como una de las vías de comunicación entre el sistema 

inmune y el cerebro y se le denomina “vía humoral” (Joly et al., 2007). Por otra 

parte, el LPS puede unirse directamente a su receptor TLR-4 y activar el cerebro. 

Este proceso  es considerado como parte de la vía humoral. 

Como una aproximación para estudiar esta vía de comunicación entre el sistema 

inmune y el cerebro, se analizó la expresión de c-FOS (marcador de activación 

neuronal) en el Área Postrema (AP) y el Órgano vasculoso de la lámina terminalis 

(OVLT), para saber si estos núcleos se encuentran involucrados en respuesta al 

reto inmune, después de la administración de 1.6 μg/kg de LPS. Como se 

muestra en la Figura 14B, la expresión de c-Fos en el AP de animales Sham 

(p<0.05) y animales C.D. (p=<0.05) aumenta después de la administración de 

LPS. Sin embargo, cuando se compara  la actividad neuronal de los animales 

C.D., con la de los animales Sham, se observa que el LPS induce mayor 

activación en el AP de los animales C.D. (Fig.14B; p<0.05). 

 

En el caso del OVLT, como se observa en la figura 14D, la activación neuronal 

aumenta después de la administración de LPS en los animales C.D. (p<0.001); sin 

embargo, el OVLT de los animales Sham no presenta un aumento en la activación 

neuronal después del LPS en comparación con la administración de salina. 

Cuando comparamos la activación neuronal del OVLT en animales Sham contra 

C.D., después del LPS (Fig. 14D), observamos que la actividad neuronal en los 

C.D., aumenta (Fig. 14D; p<0.05). Por otro lado, observamos una disminución en 

la activación neuronal (Fig. 14D; p<0.05) del OVLT en los animales C.D., después 

de la administración de solución salina. 
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Figuras 14. Activación neuronal de los CVO´s en animales C.D., y Sham antes y después de un 
reto con LPS. (A) Fotografías representativas de la actividad neuronal en el Área postrema (AP) de 
animales C.D., y Sham después de la administración de salina o LPS, (B)  Cuantificación de la 
actividad neuronal en el AP de animales C.D., y Sham después de la administración de salina o 
LPS.; así como la comparación entre grupos. (C) Fotografías representativas de la actividad 
neuronal en el Órgano vasculoso de la lámina terminalis (OVLT) en animales C.D., y Sham 
después de la administración de salina o LPS. (D)  Cuantificación de la actividad neuronal en el 
OVLT en animales C.D., y Sham después de la administración de salina o LPS; así como la 
comparación entre grupos. El número de células positivas para c-FOS en los diferentes núcleos fue 
cuantificado bilateralmente en 3 cortes representativos. Los valores se expresan  como el promedio 



	   36	  

± E.E.(n=5 ratas por tratamiento). Nivel de significancia p<0.05 (Gráfica B LPS vs Salina y, CD., vs 
Sham) p<0.01 (Gráfica. D, LPS vs salina y, C.D. vs Sham con p<0.001). 
 
 

 

7.5  La  denervación hepática aumenta la actividad neural en el NTS en respuesta 

a la administración de LPS.  

 

La otra vía por la cual la información de la periferia puede llegar al cerebro es la 

llamada vía neural; las fibras aferentes del vago terminan en el núcleo del tracto 

solitario (NTS) y  en el Núcleo Motor Dorsal del Vago (DMV) (Schwarz, 2012), por 

esta razón, se analizo la  expresión de c-Fos (activación neural) en dichos 

núcleos.  

En la figura 15B, se observa un incremento en la activación neuronal en el NTS de  

los animales C.D. después de la administración de LPS, (p<0.05); sin embargo, 

los animales sham no presentan cambios en la actividad neuronal después del 

mismo reto. Al comparar  la activación neuronal del NTS de los animales Sham 

contra los animales  C.D.  (Figura 15B), observamos que en éstos últimos se 

incrementa después de la administración de LPS (p<0.05).  

En el caso del DMV, la expresión de c-Fos en animales C.D., aumenta ligeramente 

después de la administración del LPS (Fig. 15C); no obstante, el aumento no fue 

significativo. Al comparar la activación neuronal del DMV en animales C.D. contra 

animales Sham, no se observaron diferencias en la expresión de c-Fos después 

de la administración de LPS, ni después de la administración de solución salina, 

sugiriéndonos que la denervación hepática no altera la activación neuronal en este 

núcleo. 
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Figura 15. Activación neuronal del Núcleo del tracto solitario (NTS) y Núcleo motor dorsal del vago 
(DMV) en animales C.D., y Sham después de un reto con LPS o salina. (A) Fotografías 
representativas de la actividad neuronal en el NTS de animales C.D., y Sham después de la 
administración de salina o LPS. (B) Cuantificación de la actividad neuronal en el NTS de animales  
C.D., y Sham después de la administración de salina o LPS; así como la comparación entre grupos 
(C) Cuantificación de la actividad neuronal del DMV en animales C.D., y Sham después de la 
administración de salina o LPS; así como la comparación entre grupos. El número de células 
positivas para c-FOS en los diferentes núcleos fue cuantificado bilateralmente en 3 cortes 
representativos. Los valores se expresan  como el promedio ± E.E. (n=5 ratas por tratamiento). 
Nivel de significancia p<0.05 (Gráfica B LPS vs Salina, Gráfica B, C.D.,vs Sham)  
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8. DISCUSIÓN 
 
 
	  	  
Comunicación hígado-Cerebro  
 

 

Nuestros resultados demuestran que en comparación con los animales Sham, los 

animales con denervación hepática completa, producen altos niveles de IL-6 y de 

TNF-α después de la administración de LPS (Figs. 5,6). Estudios previos han 

reportado que las respuestas mediadas por el cerebro ante la administración de 

retos inmunes periféricos (Sickness behavior) se bloquean o atenúan  en animales 

con denervación vagal (Blatteis et al., 1998; Dantzer et al., 1998; Maier et al., 

1998; Zielinski et al., 2013). En contraste otros estudios reportan que la vagotomía 

subdiafragmática no afecta la inducción de fiebre ni la producción de citocinas en 

plasma  (IL-1β, IL-6) en respuesta a la administración de LPS (Hansen et al., 

2000a; Hansen et al., 2000b; Konsman et al., 2000; Wieczorek et al., 2005). 

Nuestro estudio, a diferencia de los estudios previamente mencionados,  involucra 

la denervación específica del hígado así como la administración de una dosis baja 

de LPS por la vía intravenosa, por lo tanto, el aumento de citocinas plasmáticas 

que se observa luego de la denervación hepática completa en respuesta al LPS, 

sugiere la contribución de ambas ramas del sistema nervioso autónomo en la 

contención de la inflamación. En estudios de Tracey (2002) sobre el reflejo anti-

inflamatorio, se explica que el aumento de citocinas en plasma es mediado por la 

falta de unión de la acetilcolina a su receptor en los macrófagos dando lugar a la 

síntesis de citocinas pro-inflamatorias.  

Sin embargo, nuestro estudio involucra  de igual manera la denervación de la vía 

simpática, por lo cual no podemos descartar su contribución en la regulación de la 

respuesta inflamatoria. 

Como mencionamos anteriormente, el SNS regula la respuesta inmune a nivel 

regional, esta regulación ocurre principalmente por la interacción de la 

noradrenalina, adrenalina y otras catecolaminas (que funcionan como 
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neurotransmisores) con las células inmunes, las cuales están equipadas para 

responder a estas señales adrenérgicas   (Fosythe, 2009).  

La actividad de estas señales adrenérgicas en el hígado ha sido evaluada in vitro  

(Zeng y Tiau 2009); en este estudio se analizó el efecto de la norepinefrina (NE, 

neurotransmisor simpático) en la cantidad  de  citocinas liberadas por las células 

de Kupffer (macrófagos residentes del hígado) después de un reto con LPS. Sus 

resultados indican que la NE puede intensificar la respuesta inflamatoria, ya que la 

cantidad de las citocinas IL-6 y TNF-α, en el medio de las células de Kupffer 

tratadas con este neurotransmisor aumenta.  

Lo anterior indicaría que la rama simpática a través de la NE induce la producción 

de IL-6 y TNF-α , mientras que la rama parasimpática se encuentra encargada de 

una regulación inhibitoria en la producción de estas citocinas. 

Es importante recalcar, que en el presente trabajo se eliminaron ambas vías 

autónomas (simpática y parasimpática)  del hígado y se observó que después de 

administrar una dosis baja de LPS se produce una respuesta inflamatoria 

exacerbada, característica de la administración de dosis altas de LPS, sugiriendo 

que la eliminación de las conexiones neurales entre el hígado y el cerebro 

incrementa la sensibilidad al LPS.  

Es necesario realizar estudios que involucren denervaciones hepáticas por 

separado, es decir, sólo simpática o parasimpática, para poder determinar  la 

contribución de cada una de las ramas del SNA en la regulación de la producción 

de IL-6 y TNF-α después de un reto con LPS. 

 

Estudios previos en nuestro laboratorio, sugieren que la vía de entrada de la 

información inmune al cerebro, es decir, la vía por la cual el cerebro censa el 

estado inmunológico del organismo, depende de la dosis del reto inmune 

administrado. Nosotros hemos observado que después de la administración de 1.6 

µg/kg i.v. de LPS (dosis utilizada en el presente trabajo) a animales intactos, se 

activan áreas en el cerebro pertenecientes tanto a la vía neural como a la vía 

humoral. Sin embargo, el presente trabajo involucra la ablación de las conexiones 

neurales entre el hígado y el cerebro, entonces, ¿Cómo llega la información al 
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cerebro en los animales C.D.? Nuestros resultados muestran que la administración 

de LPS induce activación neuronal (c-Fos) en los órganos circumventriculares 

(CVO´s, vía humoral; Fig 14); ya que se observaron altos niveles de IL-6 y TNF-α 

en la circulación después de la administración del LPS, se propone que esto se 

debe a que las citocinas circulantes, cruzan la barrera hematoencefálica activando 

los CVO´s.  El mecanismo mediante el cual estas citocinas o el mismo LPS 

podrían estar activando a los CVO´s es por  medio de su unión a receptores 

específicos presentes en estas áreas del cerebro (Hansen et al., 2000a; Wuchert 

et al., 2008). 

 

Por otra parte, la activación de la vía neural en animales C.D., no difiere de la 

observada en animales Sham, con la excepción del NTS, en donde se observa un 

aumento en la activación neuronal (c-Fos) en los  animales C.D., que recibieron 

LPS (Fig. 15). Se sabe que el NTS recibe proyecciones neuronales desde el AP 

(Riverest, 2004). Ya que el AP (Núcleo de la vía humoral) se encuentra activada 

después de la administración de LPS, lo cual suponemos que es debido a la alta 

concentración de citocinas plasmáticas o a la unión del mismo LPS a sus 

receptores en este núcleo, pensamos que el AP a través de sus proyecciones 

hacia el NTS está manteniendo la activación de este último aún en la ausencia de 

sus conexiones neuronales con el hígado. 

 

El SNA regula la respuesta inmune periférica. 
 
Debido a que se observó un aumento en la concentración de citocinas plasmáticas 

(TNF-α e IL-6) después de la administración de LPS en los animales C.D., 

esperábamos observar  una relación de éste aumento con la expresión de sus 

genes en el hígado, que como ya mencionamos anteriormente, es el principal 

órgano encargado del procesamiento del LPS y contiene el mayor deposito de 

macrófagos en el cuerpo (Mathison y Ulevitch, 1979) (Freudenberg y Galanos, 

1990); sin embargo, la evaluación de la expresión de genes inflamatorios (TNF-α, 

IL-6 e IL-1 β) en el hígado, no mostró diferencias en la expresión de estos genes 
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entre animales C.D., y animales Sham en ninguno de los tratamientos (Salina, 

LPS; Figs. 7,8,9).   

En un estudio de (Tsuji et al., 2010) en el cual se evaluó la expresión de los genes 

IL-1 y TNF-α en el hígado de ratones sensorialmente denervados después de la 

administración de LPS, se observó que la denervación sensorial no afectaba la 

expresión de genes inflamatorios en comparación con los animales no denervados 

que también recibieron LPS. Sin embargo, en este estudio no se observaron 

diferencias entre  las concentraciones plasmáticas de citocinas en respuesta a 

LPS entre animales denervados y no denervados.  

Lo anterior sugiere que en nuestro estudio otro órgano inmune además del hígado 

podría ser el encargado de la síntesis de las citocinas que son liberadas a la 

circulación.  

De acuerdo con lo anterior,  (Nakamura et al., 2000) evaluaron la expresión de 

genes inflamatorios en el bazo y el timo observando que la administración de un 

agonista del receptor β-adrenérgico administrado i.p., inhibía la expresión  del 

mRNA de TNF-α así como de IL-6 en respuesta al LPS, indicando que la ablación 

de estos receptores podría estar aumentando la expresión de genes inflamatorios 

en bazo y en timo. Por otro lado, (Karimi et al., 2010) demostraron que la 

vagotomía subdiafragmática induce un aumento en la proliferación de las células T 

CD4+ del bazo y una mayor sensibilidad (mayor producción de citocinas pro-

inflamatorias) ante un estímulo inflamatorio in vitro.  

No obstante, en el presente estudio, no se realizaron las mediciones de genes 

inflamatorios en dichos órganos por lo cual no se puede descartar su contribución 

a los elevados niveles de citocinas plasmáticas que se observan en animales C.D. 

después de la administración de LPS.   

 

Es importante mencionar que la relación mensajero-proteína no se puede obtener 

con exactitud con nuestros análisis ya que  la medición de la expresión génica fue 

al momento del sacrificio  (80 min, después del LPS) y nuestra medición de los 

niveles de proteína en plasma (TNF-α e IL-6) fueron de igual manera a los 80 min,   

por lo cual pensamos que no fue posible observar la expresión de los genes 
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inflamatorios correspondientes a las altas concentraciones de citocinas 

plasmáticas; de esta manera, sugerimos evaluar la expresión de mRNA a los 40 

min., después de la administración del LPS.  

 

Por otro lado, cuando comparamos la expresión de genes inflamatorios (IL-1β, IL-6 

e TNF-α) en el hígado de animales Sham en condiciones basales (administración 

de salina) y en condiciones inflamatorias (LPS), observamos que el LPS induce un 

aumento en la expresión de estos genes en el hígado (Fig. 10). Por el contrario, en 

los animales C.D., el LPS no induce un aumento en la expresión de genes 

inflamatorios en el hígado, sugiriendo que el proceso de transcripción de estos 

genes en el hígado después de la administración de un reto con LPS podría estar 

regulado por el cerebro. No obstante, los niveles de citocinas plasmáticas después 

de la administración de LPS en animales Sham son menores sugiriendo que en la 

respuesta inmune aguda, el cerebro se encarga de regular a la baja el proceso  

inflamatorio. 

 

Como una aproximación  para evaluar la especificidad del proceso quirúrgico de la 

denervación hepática,  se evaluó la expresión del gen TLR4 (receptor para el LPS) 

en el bazo de los animales C.D. Nuestros resultados indican que la denervación 

hepática, en condiciones basales, sólo afecta al hígado, ya que la expresión del 

receptor para el LPS (TLR4) en el bazo de los animales C.D., no se alteró (Fig. 

12). Por el contrario,  se observó un ligero aumento en los niveles  de expresión 

del gen TLR4,  en el hígado de los animales denervados en  condiciones basales 

(Fig. 11), lo cual indica que el hígado de estos animales tiene más sitios de unión 

para el LPS y esto podría estar ocasionando el aumento en la producción de 

citocinas pro-inflamatorias en respuesta a este estímulo. 

El aumento de la expresión de TLR4 en el hígado de los animales C.D., coincide 

con estudios previos donde se reporta  que la rama simpática del SNA tiene un 

efecto inhibitorio sobre la expresión de este receptor en macrófagos del peritoneo 

regulando la producción de TNF-α (Quan, 2012). Lo anterior sugiere que al 

eliminar la señalización simpática, la modulación inhibitoria de los mecanismos 
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receptores que desatan la respuesta inmune se pierde promoviendo la exacerbada 

producción de citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, los efectos de la rama 

parasimpática en la regulación de la expresión del receptor TLR4 han sido menos 

explorados y nuestro estudio sugiere su contribución en la regulación de la 

expresión de este receptor ya que nuestros animales carecían de la inervación de 

ambas ramas del SNA.  

Estudios con denervación hepática únicamente parasimpática son necesarios para 

evaluar el efecto específico de esta rama del SNA en la regulación de la expresión 

de TLR4. 

 

9. CONCLUSIÓN  
 
Con base en los resultados antes descritos, se sugiere  que el SNC y el SI 

trabajan en conjunto a través del hígado para regular la respuesta inmune. La 

ablación total de las vías autonómicas que inervan al hígado, sensibilizan al 

organismo, lo que ocasiona una respuesta exacerbada ante un reto inmunológico 

moderado. 

La contribución específica de cada rama del SNA a este fenómeno, se desconoce, 

por lo que se proponen estudios con denervaciones hepáticas parasimpáticas ó 

simpáticas, por separado. 

Nuestros resultados demuestran que la comunicación neural cerebro-hígado es 

muy importante para la regulación de  la intensidad de la respuesta inmune.  
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