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Resumen

Tras un estimulo inflamatorio el sistema inmunolégico es regulado por sefiales
provenientes del sistema nervioso autonomo. Para ello, el sistema nervioso autonomo debe
recibir informacion del estado del sistema inmune. Se cree que la informacion de un reto
inmunolégico alcanza el sistema nervioso a través de citocinas que liberan las células del
sistema inmune. Sin embargo, el sistema nervioso muestra sefales de activacion antes de
que dichas citocinas puedan ser sintetizadas y secretadas. Por lo anterior, es probable que la
activacion temprana del sistema nervioso sea consecuencia de la deteccion directa de
patrones moleculares asociados a patogenos o por la de algin mediador temprano no
proteico. La primera posibilidad es debido a que se ha demostrado que fibras sensoriales
del sistema nervioso autonomo pueden responder a lipopolisacarido (LPS) directamente in
vitro. Por otro lado, se sabe que la prostaglandina E2 (PGE2) es un mediador lipidico
sintetizado y secretado previo a la liberacion de la citocina mas temprana, el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). Para investigar el papel de la PGE2 en la deteccion de un
reto inmune, se administrd una dosis pirogénica de PGE2 iv a ratas Wistar macho y se
observd activacion neuronal, cuantificada por la presencia de c-Fos a los 50 minutos
después del reto en la asta dorsal de la médula espinal y del nucleo del tracto solitario de
manera similar. Al coadministrar LPS con indometacina, el cual es un inhibidor de la
sintesis de prostaglandinas, al principio de la fase de descanso se previno la activacion
neuronal de la a la administracion de LPS en los nucleos evaluados anteriormente, los
cuales no son diferentes a los niveles basales o a los niveles de activacion observados al
administrar LPS al principio de la fase de actividad de los animales. Posteriormente, se
evalu6 si la falta de activacion neuronal era consecuencia de una falta de secrecion de
PGE?2, sin embargo, no se observaron diferencias entre los niveles plasmaticos de PGE2 en
ambos puntos temporales, por tanto, probablemente la sensibilidad a PGE2 es distinto en
cada uno de los puntos temporales. Para explorar la velocidad de reaccion del sistema
nervioso simpatico al reto se administr6 LPS i.v. a ratas Wistar macho con o sin la
coadministracion de un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas llamado indometacina, y
se detectd la velocidad a la que ocurren cambios cardiovasculares tras administrar LPS y se
observé que hay un aumento en la frecuencia cardiaca 32.5 minutos después del reto con
LPS. Por tanto, es poco probable que el LPS active directamente a fibras sensoriales. Se
midieron los niveles plasmaticos de TNFa y se observé que en los grupos donde no habia
activacion neuronal habia aproximadamente el triple de la concentracion de TNFa en
plasma. Por tanto, se determin6 que los niveles plasmaticos de TNFa son mas dependientes
de la activacion neuronal y no tanto por los niveles de PGE2, la cual se sabe que tiene
propiedades antiinflamatorias.



1. Introduccidn

Las infecciones son un peligro agudo para la homeostasis de los organismos y necesitan ser
neutralizadas por acciones bien coordinadas de los organos del cuerpo. Para que esto
suceda primero, es necesaria la deteccion e integracion de informacion proveniente de todo
el cuerpo seguido de una respuesta que active a las defensas del mismo para permitir el
regreso del organismo a un estado de homeostasis. Tradicionalmente se considera que esta
integracion se lleva a cabo enteramente por el sistema inmune, sin embargo, recientemente

se ha visto que el sistema nervioso es necesario para este proceso (Buijs et al., 2008).

Al igual que cualquier otro reto que pueda resultar peligroso para el estado de homeostasis,

lo ideal es que el desafio sea detectado y contrarrestado a la mayor brevedad.

Un ejemplo de esto es un estado de hiper o hipoglicemia, el cual es contrarrestado
induciendo la liberacion de glucosa por el higado asi como produciendo la sensacion de
hambre si el nivel de glucosa en sangre es bajo; o induciendo la liberacion de insulina del
pancreas en caso contrario pues tanto un exceso como una carencia de glucosa resulta ser

perjudicial para el organismo (Triplitt, 2012).

Por mucho tiempo no se considerd que el sistema nervioso estuviera involucrado en este
fendmeno, sin embargo, hoy en dia se sabe que si el cerebro detecta un exceso de glucosa
en sangre puede inducir la secrecion parasimpatica de acetilcolina en el pancreas (Thorens,

2011).

De manera similar, el sistema inmunoldgico debe estar regulado de manera estricta. Por un
lado, si no se controla la infeccidn, la competencia del organismo con los microorganismos

por recursos resulta en la muerte y por otro lado una respuesta inmunoldgica exacerbada



resulta en dafio para el mismo organismo que también puede resultar en la muerte a

consecuencia de una respuesta inmunolégica exacerbada (Gerlach, 2016).

1.1 Sistema neuroinmunoldégico

El sistema inmunolédgico y el nervioso han sido estudiados como campos independientes,
que coincidian sélo para estudiar los casos de fenomenos patoldgicos dentro del sistema
nervioso. Hoy en dia se sabe que tienen una interaccion estrecha en todos los 6rganos del
cuerpo. Esto se ve facilitado porque muchas moléculas de comunicacién que se
consideraban estrictamente de uno de los dos sistemas pueden ser secretados y detectados

por ambos (“Neuroimmune communication,” 2017).

A diferencia de otros sistemas en el cuerpo, el sistema inmunologico se considerd
relativamente independiente debido a que posee mecanismos de retroalimentacion negativa
que permiten que se regule a si mismo (Mueller, 2003). A eso se suma la facilidad de
estudiar las células que componen al sistema inmune in vifro mediante el cultivo de las
células que lo componen, sin considerar la influencia que podrian tener otros sistemas en
los procesos que lo involucran a pesar del descubrimiento de la inervacion de 6rganos del
sistema inmunologico como son la médula 6sea (Kuntz & Richins, 1945) y el timo
(Roggero et al., 2011), que son considerados 6rganos inmunoldgicos primarios; asi como
organos inmunes secundarios como son el bazo (Livett et al., 1968) y nodulos linfaticos

|(Giron et al., 1980).

La intrincada comunicacion que el sistema inmunoldgico y nervioso mantienen entre si

podria ser suficiente como para considerarlos como un holosistema, mas que sencillamente



dos elementos discretos que se comunican. Siendo éste el caso, dentro de si deben existir

sistemas de retroalimentacion que podrian formar un reflejo.
1.1.1 Respuestas del sistema nervioso en respuesta a un estimulo inmunolégico

Se sabe que el sistema nervioso responde a desafios inmunologicos debido a que en
fenomenos inflamatorios se pueden observar respuestas que solo pueden ser atribuidos al
sistema nervioso. Ejemplos de esto son cambios conductuales como retraccion social y
disminucién en la ingesta de alimento. Al respecto, se ha propuesto que la depresion
idiopatica puede ser causada por una comunicacion incorrecta entre sistema inmunologico
y sistema nervioso (Dantzer, 2001). Otro ejemplo es la respuesta febril, pues se sabe que un
aumento en la temperatura es consecuencia de un aumento en la actividad de neuronas
simpaticas motoras que proyectan a organos termogénicos como el tejido adiposo pardo

(Roth & Blatteis, 2014).

De manera directa, se ha demostrado que al administrar lipopolisacarido (LPS) se induce un
aumento en la tasa de disparo neuronal hacia el bazo (MacNeil et al., 1996) asi como por la
presencia del factor de transcripcion c-Fos en el nicleo de neuronas de diferentes areas del
cerebro como son el nucleo arqueado, la amigdala, el nucleo paraventricular del

hipotalamo, en nucleo predptico, entre muchos otros (Dallaporta et al., 2007).

Aunque es claro que hay activacion del sistema nervioso tras un desafio inmunolédgico, atin
no se ha esclarecido qué factor es el primer responsable de dicha activacion y existen

muchos posibles candidatos responsables de esto (Fig. 1).

Un posible responsable de la activacion del sistema nervioso es el LPS mismo, pues se sabe

que los receptores tipo Toll (TLR) (que son receptores innatos de patrones moleculares
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Figura 1. Eventos tempranos como consecuencia de la administracion de un desafio inmunolégico con LPS.
Se puede observar que temporalmente la prostaglandina E2 puede ser el primer elemento (Soto-Tinoco et al.,
2016).

asociados a patogenos y que se encuentran en las membranas de todas las células del
sistema inmune innato) , especificamente de TLR4 en el caso de la deteccion de LPS,
pueden expresarse en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, las cuales comunican a

neuronas del asta dorsal de la médula espinal (Barajon et al., 2009).

Sin embargo resulta poco probable que la activacion de los TLR conlleve a la generacion
de un potencial de accion debido a que la via de transduccion de TLR4 induce la activacion
de transcripcion de otros genes, como citocinas, pero no vias de transduccion que puedan

resultar en la generacion de potenciales de accion (Lu et al., 2008).



Otro receptor capaz de detectar LPS que se encuentra en fibras sensoriales de neuronas del
sistema nervioso autonomo es el canal de calcio TRPA1 y se ha demostrado en estudios in
vitro que este receptor es capaz de inducir un aumento intracelular de calcio en neuronas
del ganglio nodoso segundos tras administrar LPS al medio de cultivo de manera

independiente de TLR4 (Meseguer et al., 2014).

A pesar de que in vitro se pueden ver respuestas neuronales en menos de 5 segundos, la
administraciéon de LPS in vivo induce un aumento en la taza de despolarizacion de nervios
simpaticos que comunican hacia el bazo hasta los 20 minutos después de su administracion.
También se observd que dosis bajas de LPS son suficiente para inducir esta actividad
neuronal (MacNeil et al., 1996). Esto sugiere que el LPS per se no es capaz de activar a

neuronas, o por lo menos no de manera rapida.

Debido al tiempo en que se observa una reaccion neuronal es poco probable que dicha
activacion sea atribuida a la secrecion de TNFa debido a que a los 20 minutos recién

comienza a ser detectable en plasma (Soto-Tinoco et al., en preparacion).

La posibilidad de que el TNFa sea la primera molécula que comunica al sistema
inmunoldgico con el sistema nervioso también queda descartado debido a las diferencias
circadianas en la cantidad de TNFa en la circulacion tras un reto con LPS. Esto debido a
que se ha observado que 80 minutos después de la administracion de LPS la concentracion
de TNFa en plasma es mayor al principio de la fase de descanso con respecto al inicio de la
fase de actividad de los individuos (Guerrero-Vargas et al., 2014), mientras que la
administraciéon i.v. de LPS induce un mayor niimero de neuronas activas en dareas
sensoriales del sistema nervioso autdbnomo como son el asta dorsal de la médula espinal y el
nucleo del tracto solitario del tallo cerebral cuando es administrado al principio de la fase
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de actividad con respecto al inicio de la fase de descanso. Es decir, cuando los niveles

plasmaticos de TNFa son mas bajos (Soto-Tinoco et al., en preparacion).

Por todo lo anterior, es posible que la activacion neuronal sea consecuencia de la secrecion
de algtn otro producto temprano de células inmunes, como podrian ser especies reactivas

de oxigeno o la sintesis de productos lipidicos como seria la prostaglandina E2 (PGE2).

La PGE2 resulta un candidato ideal para la sefializacion entre sistema inmunoldgico y el
sistema nervioso debido a que su sintesis puede ocurrir de manera mas rapida que la
sintesis de TNFa debido a que su sintesis ocurre por el procesamiento enzimatico de lipidos

de la membrana celular (Li et al., 2005).

También se ha visto involucrado en fenomenos relacionados al dolor neuropatico, donde se
podria considerar que no hay estimulacion del sistema inmunolédgico o que por lo menos
donde no hay influencia de componentes bacterianos (Ma et al., 2010). Lo anterior debido a
que se sabe que muchas neuronas sensoriales tienen receptores para PGE2 que son de la

familia de receptores acoplados a proteina G.

Ademas, la administracién de inhibidores de la sintesis de PGE2 suele ser recomendada
para aminorar los malestares que son consecuencia de diferentes tipos de inflamacion
(Ahern et al., 1995). Es decir, tienen la capacidad de disminuir la sefial que recibe el

sistema nervioso de sitios inflamados.



1.1.2 Vias de comunicacion entre el sistema nervioso e inmunologico

Las posibilidades de comunicacion entre cualquier sistema del cuerpo y el cerebro es a
través del sistema nervioso auténomo por dos vias neuronales, que son la via simpatica y la

parasimpatica; y a la via humoral (Fig. 2) (Soto-Tinoco et al., 2016).

Las tres vias de comunicacion estan integradas por nucleos y ganglios diferentes. La via
simpatica recibe informacion periférica a través de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) que
posteriormente proyecta a la asta dorsal (DH) de la médula espinal, posteriormente
responde al comunicarse con neuronas de la columna intermedio lateral (IML) que a su vez

proyecta a ganglios simpaticos y finalmente a los 6rganos blanco.

La via parasimpatica recibe informacion periférica a través del ganglio nodoso (NG) que
proyecta principalmente a el nacleo del tracto solitario (NTS), la respuesta comienza
cuando las neuronas del NTS se comunican con las del nicleo dorsomotor del vago (DMV)

y estos proyectan directamente a los drganos blanco.

Finalmente, la via humoral puede ser a través de la irrigacion de compuestos solubles
secretados por los diferentes 6rganos a torrente sanguineo y que eventualmente entran en

contacto con el cerebro, especificamente a través de los 6rganos circunventriculares.

Aunque estudios iniciales indicaron que la comunicacion por la via neuronal parasimpatica
vagal era la principal via tanto sensorial como motora para la comunicacion del sistema
nervioso con el sistema inmunolégico (Rosas-Ballina et al., 2008) (Borovikova et al.,
2000), esto ha sido descartado pues se ha observado que interrumpir comunicacion
parasimpatica no altera la induccion de fiebre como consecuencia de la administracion de

LPS (Ootsuka et al., 2008).



Humoral signals to the CVOs

P

Figura 2. Esquema de las vias a través de las cuales el sistema nervioso central recibe informacion del cuerpo.
Se puede apreciar una via humoral, en la cual los mediadores solubles llegan al sistema nervioso central a
través de la sangre por los drganos circunventriculares como son el area postrema (AP), y dos neuronales, la
simpatica y la parasimpatica. La simpatica comienza con fibras sensoriales de neuronas cuyos somas se
encuentran en el ganglio de la raiz dorsal (DRG) y que proyectan a la asta dorsal de la médula espinal (DH);
éstas a su vez conectan con neuronas motoras de la columna intermedio lateral de la médula espinal (IML)
que proyectan a ganglios simpaticos y finalmente al 6rgano blanco. La rama parasimpatica comienza con
fibras sensoriales de neuronas cuyos somas se encuentran en el ganglio nodoso que proyectan al nicleo del
tracto solitario (NTS), esto proyecta al nucleo dorsomotor del vago (DMV) que proyecta al 6rgano blanco

(Soto-Tinoco et al., 2016).

Recientemente, se llegd a la conclusion de que al estimular eléctricamente el nervio vago
habia supresién inmune debido a que de manera concomitante a la activacion parasimpatica
habia activacion de neuronas del sistema nervioso simpatico en el tallo cerebral (Abe et al.,

2017).



Ademas de ser descartada la supresion por actividad motora del vago, otros experimentos
indican que el sistema nervioso simpatico tiene mayor importancia fisioldgica
disminuyendo la liberacion de citocinas ante un estimulo de LPS intravenoso, pues al cortar
el nervio esplacnico hay una respuesta de TNFa en plasma tres veces mayor que en los

controles respectivos (Martelli et al., 2014).

En nuestro grupo de trabajo se llegd al mismo resultado y conclusiones, ademés de que se
observé que la denervacion simpatica también disminuye la cantidad de neuronas activadas
en el asta dorsal de la médula espinal evaluado como niimero de neuronas que expresan el

marcador c-Fos en su nicleo (Cazarez-Marquez, 2014).

1.2 Prostaglandinas

Las prostaglandinas son moléculas de naturaleza lipidica que son el producto del
procesamiento enzimatico del acido araquidonico por enzimas llamadas ciclooxigenasas. A
partir de esta primera reaccion se obtiene prostaglandina G2 la cual a su vez es sustrato de

otras enzimas que producen otras prostaglandinas o tromboxanos (Fig.3) (Simmons et al.,

2004).

Dentro de la familia de estas moléculas cada prostaglandina ejerce funciones diferentes a
través de receptores especificos en una gran variedad de linajes celulares. Ejemplos de esto
son las prostaglandinas I y los tromboxanos que regulan respectivamente a la baja y al alza
la agregacion plaquetaria asi como la vasodilatacion y vasoconstriccion (Smith et al.,
1980), o la continuacion del ciclo estral en hembras al ser secretado prostaglandina F2 por

el endometrio en caso de no haber implantacion (Norjavaara & Rosberg, 1986).
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Se puede observar en la esquina inferior izquierda la
PGE2.

Otro ejemplo es la PGE2, la cual se
sintetiza en respuesta a desafios
inmunologicos, a la administracion de
citocinas o inclusive en respuesta a estrés
psicologico. Dichos efectos son debidos
a que tanto las células del sistema
nervioso como del sistema inmunologico
contienen tanto la maquinaria enzimatica
para sintetizar, asi como los receptores
especificos  para estas  moléculas

(Furuyashiki & Narumiya, 2011).

Como se menciond previamente, un
aspecto por el cual las PGEs son
relevantes en eventos patologicos es
porque la inhibicion farmacologica de su

sintesis es capaz de revertir muchos de

los efectos que tiene inyectar productos bacterianos a torrente sanguineo como son la

conducta depresiva asociada a la enfermedad (de Paiva et al., 2010), la reducciéon en la

ingesta de alimento (Langhans, Harlacher, & Scharrer, 1989) y fiebre (Li et al., 2005).

Adicionalmente, se ha validado que estos efectos (la anorexia, la retraccion social y la

fiebre) son consecuencia de la falta de prostaglandinas y no so6lo efectos secundarios de los

farmacos que inhiben su sintesis, debido a que en los animales en los que se elimina una

enzima fundamental para la sintesis de PGE2, la sintasa microsomal de prostaglandina E2,

11



estos efectos dejan de observarse. Esto es importante pues esta eliminacion genética
elimina especificamente la sintesis de PGE2 mientras mantiene intacta la sintesis de otras
prostaglandinas, a diferencia de lo que podrian hacer los farmacos inhibidores de la
ciclooxigenasa 1 y 2, que inhiben la sintesis de todos los miembros de la familia de las

prostaglandinas (Pecchi et al.,2009).

A pesar de lo anterior, sigue sin conocerse si estos efectos son consecuencia de que la
PGE2 deja de ser sensada por el sistema inmunologico o el nervioso debido a que ambos

poseen los receptores especificos para esta molécula.

1.2.1 Efecto de la prostaglandina E2 sobre el sistema inmunoldgico

Aunque se sabe que practicamente todas las células del sistema inmunoldgico son capaces
de reconocer prostaglandinas, su papel en procesos inflamatorios es paraddjico pues tiene
roles tanto proinflamatorios (por su capacidad de actuar como quimioatrayente para
macrofagos y factor que induce la degranulacion de mastocitos) (Nakayama et al., 2006)
como antiinflamatorios (al inducir la secrecion de IL-10) (Stolina et al., 2000) e inducir una

polarizacion hacia un perfil de linfocitos T cooperadores tipo 2 (Betz & Fox, 1991).

Los efectos que tiene la PGE2 sobre la respuesta inmunologica innata inicialmente parecen
contradictorios, especialmente los resultados en los que se investiga el efecto de esta
molécula sobre macréfagos (los cuales son los principales productores de TNFa en una fase

aguda de activacion inmunoldgica).

Por un lado, in vivo, la administracion del inhibidor de la sintesis de prostaglandinas junto
con LPS esta reportado que amplifica la produccion de TNFa (Teeling et al., 2010) (Sacco

et al., 1998), cosa que no sucede in vitro, la indometacina no tiene efecto sobre la sintesis

12



de TNFa o interleucina 6 ante el estimulo con LPS; esto a pesar de que el tratamiento

abatio en su totalidad la sintesis de PGE2 (Ogle et al., 1994).

Adicionalmente, la administracién de PGE2 al medio de cultivo de macréfagos estimulados
con LPS puede aumentar o disminuir la cantidad de TNFa que secretan a su medio de
cultivo dependiendo de la dosis administrada, pues dosis de 0.1-10 ng/ml aumentan la
liberacion de TNFa, mientras que dosis mayores a 10 ng/ml lo disminuyen, todo lo anterior

in vitro (Renz et al., 1988).

En contraste con lo anterior, los niveles plasmaticos de PGE2 alcanzan concentraciones
maximas de 0.1 ng/ml a los 40 minutos tras una inyeccion de LPS de 10 pg/kg (Steiner et
al., 2006), y en experimentos con dosis mayores y a tiempos mayores se ha visto que 4
horas tras una inyeccion de LPS de 50 pg/kg los niveles alcanzan 1.2 ng/ml (Kozaket al.,

2006).

En conjunto, lo anterior indica que los efectos de la PGE2 sobre el sistema inmunologico
probablemente involucran otro sistema. Por tanto, valdria la pena explorar la posibilidad de
que el sistema nervioso también esté involucrado y pueda explicar las diferencias que se
observan entre modelos in vitro e in vivo, pues se sabe que tiene tanto la capacidad de

regular la liberacion de citocinas como de detectar prostaglandinas.

1.2.2 Efecto de la prostaglandina E2 sobre el sistema nervioso

Ademas de producirse a nivel periférico, se sabe que en el cerebro tanto las neuronas como
las células gliales (sin contar a las células endoteliales que forman los vasos sanguineos)

son capaces de sintetizar PGE2 (Vidensky et al., 2003).
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En cerebro se ha observado que 5 horas después de la administracion de una dosis de 120
ng/kg de LPS la cantidad de PGE2 en liquido cefalorraquideo es aproximadamente 10
mayor que en plasma. Esta acumulacion ocurre debido a que su eliminacion depende del

proceso pasivo de sustitucion de liquido cefalorraquideo (Eskilsson et al., 2017).

También se sabe que estresores psicoldgicos, como la restriccion de movimiento, tienen la
capacidad de aumentar los niveles de prostaglandinas en cerebro a través de un incremento
en la cantidad de Cox-2 expresada en distintos nucleos cerebrales (Garcia-Bueno et al.,

2008).

Ademas de observarse aumento en la cantidad de la COX 1 y 2, se ha visto que la
modificacion en la expresion de los receptores estd involucrada en efectos similares a
conductas de enfermedad como puede ser la conducta impulsiva, en la cual estd mediada
por una exacerbacion en la descarga de neuronas dopaminérgicas en la corteza (Matsuoka

et al., 2005).

Otro efecto similar es observado en la sustancia nigra la cual disminuye su actividad
dopaminérgica ante la estimulacion por PGE2 de neuronas del putamen caudado,
probablemente a través de un aumento en el tono GABAérgico, causando un efecto

depresor sobre el sistema nervioso (Tanaka et al., 2009).

A pesar de que el paradigma gira alrededor de que la importancia de la PGE2 es debida a
que ésta es producida por vasos sanguineos cercanos al cerebro, se ha demostrado que en
caso de respuestas tempranas la prostaglandina sintetizada por la periferia es mas
importante para producir una reaccidon febril temprana (menos de 30 minutos) pues

administrar un anticuerpo neutralizante para PGE2 s6lo tiene efecto cuando es administrado
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1.v. y no cuando es administrada directamente en liquido cefalorraquideo (Steiner et al.,

2006).
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2. Hipotesis

La sintesis de prostaglandina E2 activa a las neuronas del sistema nervioso auténomo
simpatico y esta activacion desencadena en una respuesta inhibitoria sobre la produccion de

citocinas por el sistema inmunologico.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar si los efectos inmunorreguladores de la PGE2 estan mediados por el sistema

nervioso simpatico.

3.2 Objetivos particulares

e Evaluar la activacion neuronal por inmunohistoquimica para c-Fos en el DH y el
NTS ante un estimulo con PGE2, o LPS en combinacion con indometacina, en
distintos momentos del ciclo circadiano.

e Cuantificar la concentracion plasmatica de TNFo y PGE2 ante un estimulo con LPS
en distintos momentos del ciclo circadiano y como lo afecta la administracion de
indometacina.

e Cuantificar la cantidad de mRNA de TNFa en higado ante un estimulo con LPS en
distintos momentos del ciclo circadiano y cémo lo afecta la administracion de
indometacina.

e Determinar el tiempo al cual hay cambios cardiovasculares ante un estimulo con
LPS en distintos momentos del ciclo circadiano y cémo lo afecta la administracion

de indometacina a través de evaluaciones telemétricas.
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4. Método

Animales experimentales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de aproximadamente 8 semanas de edad y de
250-350 g de peso. Los animales fueron mantenidos con agua y alimento convencional
(Teklad Global de la marca Envigo) ad libitum y con un fotoperiodo de 12:12 con
encendido a las 7:00 horas y apagado a las 19:00 horas; por este motivo las 7:00 horas sera
referido como ZTO y por tanto ZT2 y ZT14 corresponden a las 9:00 horas y a las 21 horas,
respectivamente. Para los experimentos realizados en la fase de oscuridad se utilizoé un foco
rojo de baja intensidad para iluminar el cuarto, el cual se ha demostrado que no altera el
ritmo circadiano de las ratas (Bedrosian et al., 2013). Los animales fueron provistos por el

bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Procedimientos quirurgicos

Se realizdo el procedimiento de canulacion para poder administrar liquidos por via
intravenosa sin la necesidad de manipular a los animales; lo anterior debido a que un
estimulo tactil puede desencadenar la activacion neural de la médula espinal y opacar la
sefial de activacion por c-Fos observable por el estimulo del LPS. Para la canulacion
intravenosa se anestesio a los animales utilizando una mezcla de Ketamina (200 mg/kg) y
Xilacina (20 mg/kg) por via intraperitoneal. Se implantd una canula de polietileno en la
vena yugular externa derecha. La cénula se exteriorizo de manera subcutdnea a través de la
espalda, a la altura de las escapulas y se fij6 con un arnés al animal. Tras la cirugia la
canula se llend con una mezcla de glicerol, antibidtico (penicilina y estreptomicina) y

heparina para evitar la coagulacion y la infeccidon. A estos animales se les permitié un
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periodo de recuperacion de 7 dias después de la cirugia tras lo cual se realizd el
experimento. Este tiempo de recuperacion es suficiente para que los niveles séricos de

TNFa sean indetectables (Guerrero-Vargas et al., 2014).

Soélo los animales a los que se les midieran pardmetros cardiovasculares, se les implanto
ademds un aparato telemétrico en la cavidad abdominal el cual cuenta con un sensor de
presion que se introdujo en la aorta abdominal, caudal a la arteria renal y rostral a la
bifurcacion de las arterias iliacas. El aparato es posteriormente fijado a la capa muscular de

la cavidad peritoneal con hilo de sutura.

Administracion de sustancias y toma de muestras

Para los experimentos que involucraron el uso de indometacina, ésta se administré 30
minutos previo al desafio con LPS a través de la canula intravenosa implantada. Para ello se
disuelve la indometacina (Sigma 17378) en una solucion de Na,CO; 100 mM en una
concentracion de 3.3 mg/ml. Tras su disolucion se diluye en PBS o salina en una
proporcion 1:9; la dosis que se administra por rata es de 10 mg/kg de peso corporal en un

volumen de 3 ml/kg.

Previo a la administracion de LPS se toma otra muestra de sangre (a la cual se llamo tiempo
0). Se administra una dosis de LPS de Escherichia coli (Sigma 1.3129) de 2 pg/kg de peso
corporal del animal por via intravenosa. Tras esto se tom6 muestra de sangre a los 0, 10, 20
y 50 minutos. Aquellas ratas que recibieron PGE2 (Cayman Chemical 363-24-6), ésta fue
administrada en una concentracion de 100 pg/kg diluida en EtOH al 1% en solucion salina.
Las muestras fueron almacenadas en tubos tratados con EDTA como anticoagulante e

indometacina en DMSO para dar una concentracién final de indometacina de 2 pg/ml en la
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sangre y colocadas inmediatamente en hielo. Una vez obtenidas todas las muestras éstas
fueron centrifugadas a 4°C a una velocidad de 4000 rpm durante 8 minutos. Se aislé el

suero y se almacend a — 80°C hasta su uso.

Eutanasia y perfusion

La eutanasia se realizd 50 minutos después de la administracion del LPS y se realiza por
una sobredosis de pentobarbital sédico por via intravenosa (60 mg/kg), la cual cumple con
la NOM-062-ZO0-1999 al cumplir con el punto 9.2.2.2 por hacer perder la conciencia a los
animales en menos de 2 segundos. Después de la administracion de esta dosis letal de
anestesia (y antes de que el corazon cese de latir) se perfundi6 a los animales con al menos
200 ml solucioén salina isotonica (NaCl 0.9%), o mas si el higado atn no perdia toda la
sangre, y posteriormente con 150 ml de paraformaldehido al 4% en PBS. Se diseco el
cerebro, tallo cerebral y la seccién tordcica 4-10 de la médula espinal las cuales
permanecieron 24 horas mas en paraformaldehido y por dos noches en sacarosa (30 %) para
su crioproteccion. Se realizaron cortes coronales de 40 um para el andlisis por

inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica de c-Fos

Se seleccionaron cortes de la médula espinal y de la seccion del tallo cerebral donde se
puede encontrar el drea postrema. Estas secciones se lavaron con PBS y se incubaron con el
anticuerpo primario policlonal de conejo dirigido contra c-Fos (Factor de dilucion de
1:2000) diluido en PBS adicionado con 0.5% de Triton X-100 para permeabilizar las
células y 0.25% de albumina sérica bovina. Los cortes se incubaron a temperatura ambiente

por 1 hora y luego a 4°C durante toda la noche en agitacion constante. Los cortes se lavaron

20



con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario de burro anti-conejo conjugado con
biotina diluido 1:500 durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes
fueron incubados con el complejo avidina-biotina (Factor de dilucion 1:500) durante una
hora. El revelado de la reaccion se realizdo incubando los cortes con una solucion de
Diaminobenzidina (DAB) al 0.025%, 0.0005% de NiNH4SO4, y 0.01% de peroxido de
hidrégeno en TBS durante 15-50 min. Los cortes se montaron sobre portaobjetos
gelatinizados. Para cubrir los cortes, se sumergieron en un tren de concentraciones
ascendentes de etanol (70, 96, 100%) y xilol para deshidratar y se colocd un cubreobjetos

usando Entelan como medio de montaje.

ELISA de PGE2 y TNFa

Para la ELISA competitiva se utiliz6 el kit de la compafiia Cayman Chemical (Cat: 514531)
para metabolitos de PGE2. Para ello se realizo una purificacion del plasma precipitando la
proteina con acetona fria y conservando el sobrenadante. Posteriormente se evapora la
acetona de esta muestra utilizando un Concentrador 5301 de la marca Eppendorf calentando
a 70°C a vacio por 1 hora y se resuspende en buffer de ELISA (incluido en el kit). A esto se
le anade 3/10 partes del volumen de buffer de carbonatos (incluido en el kit) y se incuba
toda la noche a 37°C. Tras la incubacion se acidifica la muestra a pH 4 con buffer de
acetatos y se realiza una extraccion con acetato de etilo agitando vigorosamente,
centrifugando y conservando la fase organica. Esto se repite tres veces, reuniendo en un
solo tubo el acetato de etilo obtenido por cada muestra. Nuevamente, se evapora el solvente
orgéanico, como se menciond anteriormente y se resuspende en la misma cantidad de buffer
PGEM (incluido en el kit) que el volumen de la muestra original. Se afaden 50 pl de la

muestra problema, 50 pl de trazador y 50 pl de antisuero (ambos incluidos en el kit) a los
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pozos de ELISA, los cuales contienen un anticuerpo de captura y se incuba 18 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente se lava 5 veces con buffer de lavado (incluido en el
kit), se agregan 200 ul de reactivo de Ellman (incluido en el kit) por pozo y se incuba 90
minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se realiza la lectura en un lector de placas

Multiscan FC de ThermoScientific a una longitud de onda de 405 nm.

El TNFa fue cuantificado por el método de ELISA desarrollado en el laboratorio, el cual
emplea los anticuerpos anti-TNFa de R&D Systems, el MAB510R como anticuerpo de
captura y el BAF510 como anticuerpo de deteccion. Para ello se colocan 100 pl de una
dilucion 2 pg/ml del anticuerpo de captura en buffer de carbonatos 0.2 M a pH 9.6 en
placas Nunc MaxiSorp (ThermoFisher 44-2404-21) y se incuba toda la noche a 4°C. Tras
esto se lava la placa dos veces con PBS y se agregan 300 pl de buffer de bloqueo (PBS con

albumina al 1% y Tween 20 al 0.05%) y se incuba 2 horas a temperatura ambiente.

Esta placa se incuba toda la noche a 4°C. Posteriormente se lava tres veces con PBS y se
agregan 100 pl del anticuerpo de deteccion diluido en buffer de bloqueo a una
concentracion de 0.2 ng/ml y se incuba 1 hora a temperatura ambiente. Al terminar esto se
lava tres veces y se agregan 100 pl del conjugado estreptavidina-HRP en buffer de bloqueo

a una concentracion de 1.25 pg/ml y se incuba una hora més a temperatura ambiente.

Para revelar, se lava la placa nuevamente y se afiade a cada pozo 100 pl de una solucion de
revelado que contiene 100 pg/ml de TMB en buffer de citratos/acetatos (cada uno 0.1 M) a
pH 6 y con H>O» al 0.03%. Una vez colocado el reactivo de revelado se incuba la placa
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se agregan
100 pl de H2SO4 1.8 M para detener la reaccion y se lee su absorbancia a una longitud de
onda de 450 nm.
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Extraccion de RNA y PCR

Se extrajo el RNA total de higado por el método de TRIzol (Gibco-BRL, EUA). Posterior a
la perfusion con solucion salina isotonica (para evitar contaminacion de RNA de células
sanguineas) cada tejido fue extirpado, inmediatamente colocado en TRIzol (=<1 ml/0.3 g de
tejido) y guardado a -70°C hasta su procesamiento. Para su procesamiento cada muestra de
tejido fue homogenizada en el aparato TissueLyser LT (de Quiagen) agitando a 50 Hz
durante 5 minutos y se incuba en hielo por otros 5 minutos. Posteriormente se centrifugo6 a
13,000 rpm a 4°C por 10 minutos y se recupero la fase acuosa, la cual contiene el RNA. A
¢ésta se agregd 100 pl de cloroformo, se agitd vigorosamente, se incubd 3 minutos y se
centrifugd nuevamente a 13,000 rpm a 4°C por 15 minutos y se vuelve a recuperar la fase
acuosa. Posteriormente se agregan isopropanol en una relacion 1:1 con la fase acuosa y se
incuba 1 hora a -20°C para permitir que el RNA se precipite. Posteriormente se centrifuga a
13,000 rpm a 4°C por 15 minutos, se decanto la pastilla y se lavé con etanol al 75% en agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). Se decanta la pastilla y ésta finalmente es
resuspendida en 100 pl de agua tratada con DEPC. Para aumentar la pureza del RNA se
vuelve a precipitar agregando 1/10 parte del volumen de LiCl 4M y 2.5 veces el volumen
de etanol al 100%. Se incuba toda la noche a -20°C y posteriormente se centrifuga a 13,000
rpm a 4°C por 15 minutos, se decant6 la pastilla y se lavd con etanol al 75% en agua tratada
con DEPC. Se decanta la pastilla y ésta finalmente es resuspendida en 100 pl de agua
tratada con DEPC.

Posteriormente se verifica la integridad del RNA por electroforesis en un gel de agarosa al
1.2% y se tifie con 50 pg de bromuro de etidio por cada 100 ml de gel, el cual se observa
irradiando con luz ultravioleta. La fraccion de rRNA 28S debe tener el doble de intensidad
que el 18S y no debe verse DNA gendmico en el pozo. Si las condiciones anteriores no se
cumplen, se repite la precipitacion con LiCl y etanol al 100%. Una vez hecho esto se

cuantifica la cantidad de RNA en la muestra utilizando un nanodrop leyendo a 260/280 nm.

A partir de este RNA se realiza una retrotranscripcion utilizando el kit Superscript III first
strand mix (Invitrogen, 18080400) agregando a un tubo de PCR de 200 ul 5 ug de RNA, 1
ul de primer oligodT (2 uM), 1 pl de buffer de alineacion y cuanto baste de agua tratada

con DEPC para completar 8 pl. Esta mezcla se incuba 5 minutos a 65°C y posteriormente 1
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minuto a 4°C. Posteriormente se afiaden 10 pl del buffer 2x strand reaction mix y 2 ul mas
de agua tratada con DEPC. Esto se incuba 50 minutos a 50°C, terminando la reacciéon a
85°C por 5 minutos. El liquido obtenido contiene el cDNA y es guardado a -20°C hasta su

uso.

Este cDNA es amplificado por PCR tiempo real. Para la reaccion por cada muestra se
coloca 5 ul de Master Mix Sybergreen, 2 ul de agua milliQ, 1 ul de cada uno de los primers
de un stock 10 mM, y 2 ul del cDNA de interés. Los primers utilizados para TNFa fueron
(en direccion  5°-3’) CCAATCTGTGTCCTTCTAA como primer sentido vy
TTCTGAGCATCGTAGTTG como primer antisentido. Para el gen de la hipoxantina
fosforribosiltransferasa (HPRT), que se utiliz6 como gen de referencia debido a que no
presenta fluctuaciones circadianas, se uso la secuencia GCCTAAAAGACAGCGGCAAG
como primer sentido y GGCTGCCTACAGGCTCATAG como primer antisentido.

De la PCR se obtuvieron los ACt y se compar6 el de ACt de los genes de interés con

respecto al gen control.

Analisis de imdgenes

Para la cuantificacion de la inmunohistoquimica de c-Fos de los experimentos se tomaron
fotografias digitales de los cortes. Se tomaron 4 fotografias bilateralmente de un lado del
nucleo del tracto solitario y de cada lado de la asta dorsal de la médula. El nimero de
células positivas a c-Fos se cuantificé usando el programa ImageJ. Se usd la deteccion
automatica de elementos con una circularidad de 0.4 a 1.0 y un tamafio de 70 a 700 pixeles

para detectar los nticleos positivos para la IHC.

Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron como la media + el error sobre la media (SEM). De
ser posible, en los grupos en los que se contaba con al menos 3 mediciones independientes,

se analizaron los resultados mediante una prueba de ANOVA de una via y con una
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comparacion multiple de Tukey o en su caso con una prueba t repetida para analizar los

resultados de frecuencia cardiaca. Todo anélisis se hizo con el programa GraphPad Prism

6.0.
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5. Resultados
Activacion neuronal

Para evaluar si la PGE2 es capaz de activar al sistema nervioso, se administré una dosis de
100 pg/kg PGE2 por via intravenosa en ZT2 y se midi6 la expresion del protooncogén c-
Fos como indicador de activacion neuronal en neuronas de areas sensoriales del sistema
nervioso autoénomo parasimpatico y simpatico que son el nucleo del tracto solitario (NTS) y
la asta dorsal de la médula espinal (DH) respectivamente. 50 minutos después de este reto
se pudo observar la presencia de neuronas activas tanto en DH como en el NTS, ademas de
que se obtuvo activacion del Area Postrema, el cual es un 6rgano circunventricular ubicado

en el tallo cerebral, lo cual se puede interpretar como que fueron activadas (Fig. 4).

La administracion de la dosis baja de LPS, de 2 pg/kg (se considera baja debido a que no
genera una reaccion febril), también indujo la expresion de c-Fos en el NTS y el DH
respectivamente, en ZT2, mientras que esto no se observé en ZT14 (al principio de la fase
de actividad, 2 horas después de que se apagaran los focos). También se observa que la
administracion de indometacina previo a la administracion de LPS previene la expresion de

c-Fos tanto en el NTS, como en el DH (Fig. 5).

A pesar de que se observo la presencia del marcador de activacion neuronal en las areas
sensoriales mencionadas previamente, en ninguna situacién se observo dicho marcador en
neuronas con funcion motora del sistema nervioso simpatico, es decir en la columna
intermedio lateral de la médula espinal, ni parasimpaticos, que son el nticleo dorsomotor

del vago ni en el nucleo ambiguo del vago (Fig. 4).
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Nucleo del tracto solitario  Asta dorsal de la médula
y Area postrema espinal

PGE2

NTS

5 3

positivos para c-Fos
8

Nimero de nicleos

04

LPS

LPS PGE2 Veh

3 & 8 ¥

Namero de nucleos
positivos para c-Fos
o

LPS PGE2 Veh

Vehiculo

Figura 4. Numero de nticleos celulares positivos para una IHC para c-Fos de un solo lado en la asta dorsal de
la médula espinal (T7-10) y en el nucleo del tracto solitario 50 minutos tras la administracion de LPS o PGE2
en ZT2. A la izquierda se muestran fotografias representativas de las tinciones de inmunohistoquimica de
cada grupo marcando en rojo ejemplos de las areas consideradas. N=2 en el grupo vehiculo, 3 en los demas.
En la grafica se presenta el promedio = SEM. No hay diferencia entre el grupo LPS y el PGE2 comprobado

con una prueba t.
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Figura 5. Numero de nucleos positivos para una IHC para c-Fos de un solo lado en la asta dorsal de la médula
espinal (T7-10) (A) y en el nucleo del tracto solitario (B) 50 minutos tras la administracion de LPS con o sin
pretratamiento con indometacina. A Se encontré6 un mayor nimero de nticleos positivos en ratas a las que se
les administré LPS en ZT2 y no cuando administra indometacina previo al LPS B Al igual que en el DH, sélo
se encontrdé un mayor numero de nicleos positivas en ratas a las que se les administré LPS en ZT2 y que el
tratamiento con indometacina previene la presencia de c-Fos. * representa p<0.05 en una ANOVA con una

prueba post hoc de Tukey post hoc test, N=4-7. En la grafica se presenta el promedio + SEM.
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Debido a que el pretratamiento con indometacina en ZT2 previene la activacion de las
neuronas del DH y del NTS después de la administracion de LPS, nos preguntamos si la
falta de activacion producida por LPS en ZT14 seria consecuencia de que no se estuviera

generando PGE2 con esa dosis de LPS en dicho punto temporal.

Concentracion de Prostaglandina E2 en plasma

Al medir la concentracion sérica de PGE2 encontramos que no hay diferencia entre la
cantidad plasmadtica de PGE2 en ZT2 y ZT14, y que el pretratamiento con indometacina

previene el aumento en los niveles séricos de PGE2 (Fig. 6).

Frecuencia Cardiaca

Tras la administracién tanto de solucidon salina como de solucion salina con LPS, al
principio de la fase de descanso de los animales (ZT2, dos horas después de que se
prendieron los focos) por via intravenosa hay un aumento inmediato en la frecuencia
cardiaca, la cual regresa a sus valores basales después de aproximadamente 25 minutos.
Posteriormente, a los 32.5 minutos se puede apreciar un aumento significativo en los
animales que recibieron LPS con respecto a aquellos animales a los cuales solo se les
administré la solucion salina. Este aumento se mantiene hasta el minuto 60, tras lo cual la
diferencia deja de ser significativa. Como se esperaba, el tratamiento con indometacina 30

minutos previo a la administracion de LPS previene el aumento en la frecuencia cardiaca

(Fig. 7).
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Respuesta plasmatica de PGE2 a LPS
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Figura 6. Concentracion plasmatica de PGE2 tras administrar LPS con o sin pretratamiento con indometacina.
Se puede apreciar que la administracion de indometacina, tanto en ZT2 como en ZT14 previene el incremento
en la produccién de prostaglandinas que desencadena la administracion de LPS i.v. No se observan
diferencias entre la concentracion de PGE2 plasmatica entre ZT2 y ZT14. * representa p<0.05 en una
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey post hoc test comparado las concentraciones so6lo a los

20 minutos, N=4-6. En la grafica se presenta el promedio mean = SEM.
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Frecuencia cardiaca
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Figura 7. Frecuencia cardiaca tras la administracion de 2 pg de LPS por kg de peso corporal en ZT2. Se puede
apreciar un aumento estadisticamente significativo a partir del minuto 32.5 comparado con la administracion
de solucion salina, y como la indometacina inhibe el aumento de la frecuencia por LPS. * significa p<0.05 en

una prueba t multiple, N=3. En la grafica se presenta el promedio + SEM.

Concentracion de Factor de Necrosis Tumoral alfa en plasma

Se observd que so6lo aquellos animales que recibieron LPS tienen niveles detectables de
TNFa. De aquellos grupos que recibieron 2 pg/kg de LPS, se puede observar que hay una
respuesta menor en el grupo que soélo recibié LPS en ZT2 con respecto a aquellos que
recibieron indometacina y LPS en ZT2 y todos los grupos que recibieron LPS en ZT14

(Fig. 8A).

En cuanto a los niveles de mRNA de 7NFo, se observd que hay una tendencia a que los
niveles de mensajero sean mayores en ZT14 con respecto a ZT2, sin embargo, la
indometacina no tiene ningln efecto sobre el TNFa en higado en ninguno de los dos puntos

temporales (Fig. 8B).
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TNFa en plasma
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Figura 8. Concentracion de TNFo en plasma (A) y de su mRNA en higado (B) 50 minutos tras la
administracion de LPS. A Solo se encontrd niveles detectables de TNFa en ratas a las que se les administro
LPS en comparacion con las que solo recibieron PBS, N=4-7. B TNFo cuantificado por qPCR en higado con
respecto a un animal control tratado con solucion salina. N=3-4. * representa p<0.05 en una ANOVA de una

via con una prueba post hoc de Tukey post hoc test. En la gréafica se presenta el promedio mean = SEM.
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6. Discusion

Existen diferencias en la respuesta del sistema inmune dependiente del periodo del ciclo
circadiano en el cual se reta, siendo mayor los niveles plasmaticos de TNFa en respuesta a
la administracion de LPS durante el periodo de descanso que durante el periodo de

actividad (Guerrero-Vargas et al., 2014).

Por otro lado, la administracion de LPS es capaz de inducir la presencia de c-Fos en el NTS
y el DH solo cuando es administrado al principio de la fase de descanso, especificamente
dos horas después de que hay luz (ZT2), pero no asi cuando se administra al principio de la
fase de actividad (ZT14), es decir, s6lo hay activacion de dichos nucleos cuando se

observan niveles plasmaticos bajos de TNFa.

Se determind que la administracion de una dosis de PGE2 reportada como pirogénica
(Ootsuka et al., 2008) induce la activacion de estas areas sensoriales, por lo cual se puede

decir que el sistema nervioso es capaz de detectar la PGE2 directamente.

Ademas, administrar indometacina previo a la administracion de LPS previene el aumento
en el nimero de neuronas activadas tanto en el NTS como en el DH en ZT2, que es el

periodo temporal donde se observa activacion neuronal tras administrar LPS.

Debido a que no observamos activacion neuronal cuando se previene la sintesis de PGE2 es
poco probable que a la dosis de LPS utilizada sea, por si misma, capaz de inducir la
activacion neuronal del NTS ni del DH y que para ello es necesaria la sefializacion por via

de la PGE2.

El papel de la PGE2 en la activacion neuronal tras un reto de LPS ha sido abordada en otros

estudios, en donde se utilizan animales transgénicos carentes de la enzima mPGESI, la cual
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cataliza la reaccion para transformar a la PGH2 en PGE2 (por tanto, no afecta directamente
la sintesis de otras prostaglandinas que son esenciales para procesos fisioldgicos
mencionados en la introducciéon). En estos animales no hay presencia de c-Fos en muchas
areas sensoriales del cerebro (incluyendo el NTS que se evalian en este trabajo, aunque no
se evalud el DH), motoras e integradoras a las 3 horas post administracion de dosis altas de

LPS (de 400 png/kg) (Dallaporta et al., 2007).

Aunque en el trabajo anterior sugiere la implicacion de PGE2 en la comunicacién entre el
sistema inmune y el sistema nervioso el tiempo al cual se evalud la activacion del sistema
nervioso debe ser después de 3 horas debido a que la administracion de LPS se realiz6 por
via intraperitoneal y la manipulacion de las ratas requerida para realizar la administracion
por dicha via induce a tiempos tempranos la presencia de c-Fos. Debido a lo anterior no

pueden saber como es la activacion a tiempos tempranos (menores a una hora).

Cabe aclarar que los posibles resultados utilizando dosis mas altas de LPS pueden ser
diferentes. En otros estudios en donde se administran dosis de 200 pg/kg de LPS i.p. se ha
observado una disminucion en el umbral de dolor 5 minutos después de la inyeccion por lo
cual se concluye que probablemente existe algin mecanismo neuronal que detecta
directamente el LPS (Watkins et al., 1994). Sin embargo, en estos estudios hay que
considerar que la manipulacidén necesaria para sujetar al animal, asi como la puncién de una
aguja en el peritoneo también pueden jugar un papel importante, variables que se evitaron

en este estudio.

Otros estudios abordan el problema de la capacidad de neuronas sensoriales
(especificamente del ganglio nodoso, el cual proyecta hacia el NTS) de detectar LPS de
manera directa in vitro. Estos han demostrado que la concentracion minima necesaria para
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inducir un aumento en la concentracion intracelular de calcio es de 100 ng/ml de medio de

cultivo y que esto sucede en menos de 5 segundos (Meseguer et al., 2014).

Trasladado a un modelo in vivo equivaldria aproximadamente a la administracion de 7
ng/kg de rata, suponiendo que el 7% del peso del animal se puede considerar como su
volumen de sangre (Lee & Blaufox, 1985). Por tanto, existe la posibilidad de que en dosis
bajas de LPS sea necesaria la amplificacion de la sefial por parte de la PGE2. Ademas, es
posible que in vitro la dosis minima de activacion sea la observada debido a que bajo el
estrés del cultivo se induzca una sobreexpresion de los receptores TRPA1 (Meseguer et al.,

2014).

Debido a que no se observo activacion de las areas sensoriales del sistema nervioso tras
administrar LPS en ZT14, se plante6 la hipdtesis de que en este periodo temporal la

respuesta de PGE2 a la administracion de LPS seria menor.

Al medir la concentracion de PGE2 en plasma de animales tratados con LPS en los puntos
temporales ZT2 o ZT14, no se encontraron diferencias dependientes de la hora de
administraciéon y este incremento ocurre entre los 10 y 20 minutos después de la
administraciéon de LPS. En esta medicién también se determind que el tratamiento con
indometacina previene el incremento en los niveles séricos de PGE2 en ambos puntos
temporales. Debido a esto, debemos considerar que la diferencia en activacion del NTS y el

DH es debido a diferencias en la susceptibilidad a PGE2 en estos dos periodos temporales.

Se sabe que esta diferencia en susceptibilidad de deteccion de estimulos por parte del
sistema nervioso dependientes del periodo del dia ocurre con estimulos de naturaleza

variada. Por ejemplo, se ha demostrado que el tiempo de reaccion de una rata ante un
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estimulo nocivo es diferente durante su fase de actividad que durante su fase de descanso
(Kurumaji et al., 1988). En humanos se ha observado que el umbral de estimulo eléctrico
necesario para inducir un reflejo de un musculo de la pierna también varia de manera
circadiana (Sandrini et al., 1986). Por lo tanto, no deberia resultar extrafio que esto mismo

suceda con la sensibilidad a los niveles plasméaticos de PGE2.

El que no haya diferencia en los niveles séricos de PGE2 en los dos puntos nos permite
sugerir que pareceria que la capacidad de liberar sustancias a plasma de las células inmunes
es igual en ambos puntos temporales, por lo cual de inicio este resultado contrasta con la

posibilidad de que el sistema inmune per se esté mas activo en ZT14 que en ZT2.

Aunque la PGE2 puede ser sintetizada por distintas células del cuerpo (no exclusivamente
por células del sistema inmune) consideramos que la principal fuente de PGE2 plasmaética
es a partir de macrofagos debido a que se ha reportado que la eliminaciéon de macrofagos
por la administracion de gadolinio i.v. previene tanto el aumento plasmatico de PGE2 como

la respuesta febril temprana (Li et al., 2005).

Se encontr6 que la administracion de PGE2 por via intravenosa logra la activacion del NTS
y el DH. Esta reportado que esta dosis puede inducir una respuesta febril a los 4 minutos
después de su administracion intravenosa (Ootsuka et al., 2008).Debe tomarse en cuenta
que esta es una dosis suprafisioldgica, pues la concentracion hipotética alcanzada en sangre
al administrar 100 pg/kg seria de aproximadamente 1500 ng/ml de sangre; mientras que a
los 20 minutos el cambio apenas era de 0.1 ng/ml de sangre. Aunque esta diferencia parece
alta, debido a que la vida media de la PGE2 en sangre de rata es de apenas 14 segundos
(Kozak et al., 2001) si se inyectan 1500 ng/ml de PGE2, a los 3 minutos la concentracion
sanguinea de PGE2 seria de 0.73 ng/ml.
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Al igual que en la respuesta al aumento en los niveles de calcio intracelular, el tiempo de
reaccion del modelo in vivo es mayor al tiempo observado in vitro pues se ha observado
que in vitro las células de Kupffer pueden sintetizar PGE2 desde los 2.5 minutos después
de que se afiaden pirogenos al medio de cultivo (Roth & Blatteis, 2014). Nuevamente, esta
propension a reaccionar de manera casi inmediata puede ser debido al estrés bajo el cual se

encuentran las células in vitro comparado con la condicién in vivo (Halliwell, 2003).

El que esté afectada la capacidad de detectar el desafio inmunoldgico por parte del sistema
nervioso significa que también habra diferencias en la respuesta autonémica motora que
¢éste pueda mediar. Para abordar esto se midid la frecuencia cardiaca y los niveles
plasmaticos de TNFa para comparar las condiciones en las cuales se activa el sistema
nervioso (LPS en ZT2) con aquellas donde no se activa (LPS en ZT14, y LPS con

pretratamiento de indometacina en ZT2).

Apoyando la hipotesis de que las prostaglandinas median esta comunicacion temprana entre
sistema inmune y sistema nervioso se pudo apreciar un aumento en la frecuencia cardiaca a
los 32.5 minutos después de la administracion del LPS el cual consistido en un aumento en
la frecuencia cardiaca de los animales y, al igual que sucedid con la activacion del NTS y el

DH, se observo que el pretratamiento con indometacina previno dicho efecto.

Esta observacion concuerda en cuanto a tiempo de respuesta con otros estudios en los
cuales se ha observado que la administracion de una dosis mas alta de LPS, de 100 pg/kg,
logra inducir un aumento en el tono de disparo neuronal del nervio esplénico (el cual es el
nervio simpatico con comunicaciéon al ganglio celiaco con el bazo) tras 22 minutos

(MacNeil et al., 1996).
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Aunque en nuestros resultados se observd que el aumento sostenido en la frecuencia
cardiaca sucede hasta los 32.5 minutos y no a los 22, este retraso puede deberse a que la

dosis que utilizamos es 50 veces menor.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se puede concluir que la dosis de LPS administrada no
es capaz de activar una respuesta ni sensorial ni motora nerviosa por si mismo y que para

ello es necesaria la sintesis de PGE2.

Se sabe que un aumento en la frecuencia cardiaca es una consecuencia de un aumento en el
tono nervioso simpdatico que recibe el corazén y que este aumento estd mediado por
noradrenalina (Robinson et al., 1966). Por lo tanto, la administracion de LPS aumenta la

tasa de disparo del sistema simpatico al corazon.

En cuanto a los niveles plasmaticos de TNFa se pudo apreciar que, también acorde a la
hipdtesis, en las condiciones en las cuales se activa el sistema nervioso (LPS en ZT2) hay
niveles menores de esta citocina con respecto a aquellas donde no se activa (LPS en ZT14,
LPS con pretratamiento de indometacina en ZT2, y LPS con pretratamiento de

indometacina en ZT14).

Entre estos cabe resaltar el resultado del grupo que recibi6 LPS con pretratamiento de
indometacina en ZT14. En este se puede observar que la falta de PGE2 no exacerbd aun
mas la respuesta de TNFo, como cabria esperar asumiendo que la PGE2 tiene per se
actividad antiinflamatoria a niveles fisioloégicos. Por lo tanto, al menos en tiempos
tempranos tras la administracion de LPS, el efecto antiinflamatorio de la PGE2 esta

mediada por el sistema nervioso.
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Tras la activacion del sistema nervioso una respuesta comun de las neuronas que lo
componen es la liberacion de neurotransmisores. De éstos, se ha visto que agonistas tanto
de noradrenalina, que es el principal neurotransmisor simpatico, asi como del parasimpatico
que es la acetilcolina son capaces de disminuir los niveles circulantes de TNFa

(Mastronardi et al., 2001) (Borovikova et al., 2000).

Aunque ambas ramas del sistema nervioso autonomo podrian limitar la liberacién de
citocinas, los datos de mRNA nos proporcionan informacién adicional sobre esto. Al
administrar indometacina, no se observaron diferencias a nivel d¢ mRNA para TNFa en
higado. Esto nos sugiere que, el aumento en la concentracion plasmatica de TNFa es por
falta de norepinefrina, la cual es el principal neurotransmisor del sistema nervioso
simpatico, y no por acetilcolina debido a que se ha demostrado que la acetilcolina

disminuye los niveles de mRNA (Borovikova et al., 2000).

En otros estudios se ha demostrado que la concentraciéon de TNFa en plasma coincide con
aquella encontrada en higado y bazo (Sacco et al., 1998); por lo tanto consideramos valido
suponer que la concentracion en sangre refleja de manera aproximada la concentracion de

TNFa en higado.

Otro efecto conocido de la administracion de LPS es la liberacion de glucocorticoides por
la corteza adrenal y el aumento en los niveles plasmaticos de corticosterona en ratas. Esta
respuesta es rapida y puede ocurrir desde los 30 minutos tras la administracion de LPS
(Buijs et al., 2008). De manera paralela se ha observado que la administracion de citocinas
también tienen este efecto, y que la administracion de indometacina es capaz de prevenir el

aumento plasmatico de corticosterona (Sharp & Matta, 1993).
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Por tanto, es probable que la administracion de indometacina también sea capaz de prevenir
la liberacion de corticosteroides previniendo el aumento en el tono simpatico que recibe la
glandula suprarrenal (Glaser & Kiecolt-Glaser, 2005). Debido a la evidencia anterior,
proponemos que en hay un aumento en la tasa de disparo del sistema nervioso simpatico en

todo el cuerpo.

Como conclusion general de este estudio, se propone el modelo en el cual concentraciones
bajas de LPS inducen la liberacion rapida de PGE2, tal vez por macréfagos, la cual a su vez
ejerce un efecto antiinflamatorio a través de su deteccion por fibras nerviosas sensoriales
simpaticas, lo cual tendrd como consecuencia un aumento en el tono simpatico, que al
aumentar los niveles de noradrenalina locales ejerce un efecto antiinflamatorio sobre las
células del sistema inmune. En caso de que no se activen las neuronas sensoriales del DH,
ya sea debido a una falta de PGE2 o a que la estimulacion con LPS se dio en el periodo de

actividad, la respuesta de TNFa serda mayor (Fig. 9).

Aunque hay una respuesta autonomica motora debido al aumento observado en la
frecuencia cardiaca, no se observo la presencia de c-Fos en areas motoras ni de la médula
espinal (que es el IML), ni del tallo cerebral (que es el DMV). Esto probablemente es
debido a que existe un retraso entre la activacion de areas sensoriales y de areas motoras.

Es probable que durante este retraso se lleve a cabo la integracion de la informacion.

Se sabe que la proteina c-Fos puede ser observada por IHC entre 30-45 minutos después de
un estimulo (Hoffman et al., 1993), por lo tanto, es 16gico que no se pueda observar c-Fos
en nucleos de regiones motoras del sistema nervioso autdnomo, pues estas dareas
probablemente son activadas hasta los 30-35 minutos después del estimulo dado por el
LPS, como revela el aumento en la frecuencia cardiaca.
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Figura 9. Mecanismo propuesto del reflejo antiinflamatorio simpatico. Se propone que el LPS induce la
activacion de células con capacidad para producir PGE2. Posteriormente, la PGE2 sera censada por neuronas
sensoriales del ganglio de la raiz dorsal que a su vez proyecta a la asta dorsal de la médula espinal. Estas
neuronas a su vez proyectan a neuronas de la columna intermedio lateral de la médula espinal que proyectan a
un ganglio de la cadena simpatica, que a su vez proyectan al ganglio celiaco. El ganglio celiaco proyecta a
todos los organos de la cavidad peritoneal, entre ellos el higado y el bazo secretando norepinefrina.
Finalmente, la norepinefrina actia sobre macrofagos para disminuir la cantidad de TNFa liberado a

circulacion.

Debido a que se observd que los niveles de PGE2 comienzan a elevarse entre los 10 y los
20 minutos; y que al administrar una dosis elevada de PGE2 i.v. el tiempo de reaccion
simpatica es de 5 minutos (Madden & Morrison, 2004), es probable que las areas
sensoriales comiencen su activacion aproximadamente a los 20 minutos, lo cual daria 30

minutos para que haya expresion de c-Fos en las areas sensoriales.

Cabe mencionar que, en otros experimentos realizados en el laboratorio, los cuales analizan

la expresion de c-Fos a los 60 minutos tras una dosis de 100 pg/kg se observa activacion
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del DMV vy el IML (Cazares-Marquez, datos sin publicar). Esto concuerda con que es
necesario aproximadamente 30 minutos para la induccion de la presencia de c-Fos en el
nucleo de las neuronas involucradas suponiendo que la activacion de estas neuronas se da

aproximadamente 30 minutos después de la administracion del LPS.

Otra posibilidad es que a pesar de que se obtuvo una respuesta simpatica, ésta no fue lo
suficientemente fuerte como para inducir la presencia de c-Fos en dichas areas motoras, y
para ello sea necesario administrar una dosis mayor de LPS. Esto es apoyado por la
observacion de que tras 60 minutos la frecuencia cardiaca de los animales a los que se les

administré LPS deja de ser diferente a la de aquellos que so6lo recibieron solucion salina.

El papel de la PGE2 va mas alld de una sustancia que se secreta tras la administracion de
LPS debido a que su sintesis también es inducida por virus (Sander et al., 2017). También
se ha observado que la administracion de IL1, a una dosis capaz de inducir conductas de
enfermedad, son capaces de inducir la sintesis de PGE2 y que en estos animales KO para
mPGEST1 no hay ni anorexia ni fiebre, aunque se pudo observar una induccién de la sintesis
de otras citocinas (Pecchi et al., 2006). Debido a lo anterior, la PGE2 puede iniciar un
mecanismo de retroalimentacion negativa para la sintesis de citocinas en infecciones de

diferente naturaleza.

Las observaciones anteriores indican que probablemente el efecto pirogénico “redundante”
entre las citocinas es debido a que las citocinas mismas desencadenan la produccion de
PGE2. Esto ha sido demostrado in vitro con TNFa (Nakao et al., 2002) y con IL1 (Pang &
Knox, 1997), pues adicionar estas proteinas induce que las células sinteticen PGE2.
También indica que los efectos que tengan las citocinas sintetizados en el sistema nervioso
central para conductas de enfermedad también son mediados por PGE2.
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El reflejo antiinflamatorio explorado en este trabajo tiene varias implicaciones en cuanto
aspectos clinicos de distintas patologias en las cuales se observa de manera concomitante

signos clinicos que indican una respuesta alta del sistema nervioso simpatico.

Una de estas situaciones seria en sepsis bacterianas donde el 82% de las muertes son
causadas por “falla organica multiple” en la cual, en modelos experimentales, valdria la
pena discernir qué consecuencias de la administracion de LPS son en realidad consecuencia
de LPS o de la respuesta inmunoldgica exacerbada, y cudles lo son de la respuesta

simpatica (Daviaud et al., 2015).

Aunque el término “falla organica multiple” pueden ser muchas cosas distintas se ha
determinado que la principal causante es la vasoconstriccidon en combinacion con la
generacion de microtrombos que bloquean la circulacion y generan hipoxia en los tejidos

(Gustot, 2011).

Por otro lado, se sabe que el aumento el tono simpético, que lleva a la liberacion de
noradrenalina, puede aumentar la agregacion plaquetaria, la coagulacion (Ikarugi et al.,
1999) y que también tiene propiedades vasoconstrictoras en mamiferos (Hjemdahl et al.,

1979).

Esta posibilidad podria ser aceptada o descartada de manera relativamente sencilla
determinando si animales transgénicos que carecen de la proteina mPGES]1, de los cuales
ya existen ratones (Dallaporta et al., 2007), son resistentes a una dosis letal de LPS o si la

dosis letal media es mayor con respecto a animales de un fondo genético similar.
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En patologias que tienen como agente etiologico a microorganismos estan reportados
muchos mecanismos de evasion de la respuesta inmune, los cuales permiten a éstos

sobrevivir a las condiciones adversas que crea el sistema inmunoldgico para eliminarlos.

Al respecto, ha sido observado que en modelos de cisticercosis murina utilizando la especie
Taenia crassiceps, el crecimiento parasitario aumenta cuando se administra PGE2 a los
ratones infectados, y dicho crecimiento disminuye cuando se administra indometacina. Esto
fue correlacionado con mayores niveles de citocinas inflamatorias (Terrazas et al., 1999).
Esta observacion podria ser explicada por el mecanismo propuesto en este trabajo, en donde
la falta del reflejo antinflamatorio nervioso exacerba la inflamacion y el control parasitario

por parte del sistema inmune.

Otro parésito que podria aprovecharse de este sistema para evadir la respuesta inmune es
Entamoeba histolytica, la cual tiene la capacidad de sintetizar PGE2 (Dey & Chadee,

2008).

Por lo anterior, es posible que otros parasitos también aprovechen esta via de regulacion del
sistema inmunologico para evadir a la respuesta inmune. Sin embargo, es dificil encontrar
la maquinaria enzimatica que lleva a cabo la sintesis de productos metabdlicos tempranos
del sistema inmune, como la PGE2, debido a que no necesariamente es homologa a

aquellas encontradas en mamiferos.
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7. Conclusiones

e En tiempos tempranos el LPS requiere de las prostaglandinas para activar al sistema
nervioso.

e La PGE2, por si misma, tiene la capacidad de activar nucleos sensoriales del
sistema nervioso.

e Prevenir la activacion del sistema nervioso tiene como consecuencia una
exacerbacion de la respuesta de TNFa.

e El efecto antiinflamatorio de la PGE2 probablemente estd mediado por el sistema

nervioso y no directamente por su censado de células inmunes.
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8. Perspectivas

Determinar si el efecto de inhibicion de las prostaglandinas en modular la respuesta
inmunolégica es consecuencia de la inhibicion de su sintesis periférica o en el
sistema nervioso central.

Comprobar que el mecanismo de accion antiinflamatorio de las prostaglandinas en
verdad es mediado por noradrenalina proveniente del sistema nervioso.

Evaluar la relevancia de este circuito de comunicacion en circunstancias patologicas
como son el sindrome metabolico o modelos de sepsis.

Determinar si la insensibilidad al LPS en administracion cronica es mediado por el

sistema nervioso simpatico.
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