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Introducción 

Neuroininunología 

En la última década se han generado una gran cantidad de datos 

experimentales que demuestran la participación del. sistema nerviosos en la 

modulación de la respuesta inmune, lo que ha puesto en duda el concepto de la 

autonomía funcional del sistema inmune. Ciertamente tanto el sistema nervioso 

como el sistema inmune pueden funcionar como sistemas independientes (tilalock, 

198-1). Sin embargo, los procesos que regulan ambos sistemas se encuentran 

inmersos en un complejo funcional integrado, dando lugar así a un sólo sistema de 

defensa (Ader, Cohen, & Felten, 1995), que incluye a los procesos inmunitarios y 

diversos cambios adaptativos en la conducta. El reconocimiento de la integración 

de ambos sistemas ha dado lugar al desarrollo de la neuroinmunologia, disciplina 

encargada de estudiar las interacciones entre el sistema nervioso y el sistema 

inmune (incluyendo la participación del sistema neuroendócrino y la conducta). 

En la actualidad se reconocen dos vías que vinculan al sistema nervioso con 

el sistema inmune. La primera está representada por el eje hipotálamo hipofisiario 

y la segunda por el sistema nervioso autónomo, Históricamente la via hipotalámica 

ha recibido mucha atención, en virtud de que los factores hormonales se 

reconocieron tempranamente como importantes agentes moduladores de la 

respuesta inmune. 

Uno de los ejemplos clásicos en cuanto a la regulación que las hormonas 

ejercen sobre el sistema inmune es el caso de los corticoesteroides, que a su viv. 

Plica el fenómeno de la depresión inmunitaria durante el stress. La respuesta 

hormonal asociada al estres está dada por un incremento en la liberación del factor 

liberador de corticotropinas (CRE) por el hipotálamo, lo cual induce una secreción 

de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) por la pituitaria anterior y a la vez 

esto estimula la liberación de glucocorticoides por la corteza adrenal (tlasedovskv, 

Del-Rev, & Sorkin, 1985). Los efectos inmunológicos de los glucocorticodes se 

conocen desde mediados del siglo XIX (Munck & Guyre, 1991), reconociéndose 

ahora sus capacidades inmunosupresivas y antiinflamatorias que son de gran 

utilidad clínica. Muchas otras hormonas juegan un importante papel en la 

regulación de la respuesta inmune. Por ejemplo, la hormona de crecimiento 

incrementa el tamaño de los tejidos linfnides, particularmente del timo, también se 



ha sugerido que esta hormona puede afectar la actividad de linfocitos y inacrofagos 

cuando se encuentran en tejido linfático (Kellev, 1991). La prolactina parece estar 

involucrada en la activación de linfocitos 13 para la formación de anticuerpos, en la 

expresión de respuestas de hipersensibilidad de tipo retrasada y parece mediar la 

activación de linfocitos '1' cuando esta depende de' macrófagos (Nagy, 11erciv, 

taren, Asa & Kovacs, 1983), En el caso de la vasopresina, esta puede funcionar 

como un potente mitógeno y reemplazar los requerimientos de interleucina-2 (11.•3) 

por interferon 7, modulando así la respuesta de células linfoides con receptores a 

interferon 7. La tirotropína también se ha asociado a la modulación de la respuesta 

inmune, llevando a cabo una acción potenciadora de la respuesta (l'abris, 

Mocchegiani & Provinciali, 1995); De esta manera, el hipotiroidismo induce 

involución en el timo, el bazo y en nodos linfáticos, en contraste, el hipertiroidismo 

incrementa la actividad de las células del timo y de otras regiones de tejido linfoide 

(Fabris et al., 1995). 

Debido al reconocimiento del papel que tienen las hormonas en la 

regulación inmunitaria, las primeras investigaciones neuroanatómicas encargadas 

de distinguir estructuras involucradas en la regulación inmunitaria, comenzaron 

por estudiar el papel del hipotálamo. Se demostró así que las lesiones 

hipotalámicas producen claros cambios en la actividad de diversos grupos de 

células linfáticas (Cross, Markesberry, Brooks, & Roszman, 1980). Bacín (1993) 

afirma que la parte posterior del hipotálamo, esta involucrada en la regulación e 

integración de la respuesta inmune considerándose corno una función homeostática 

en conexión con el hipotálamo anterior; donde los núcleos laterales y el área 

preáptica cumplen una función receptiva ante el reto antigénico y ante diversos 

factores inmunitarios. 

La otra vía de acceso que tiene el sistema nervios hacia el sistema inmune, es 

a travéz del sistema nervioso autónomo. Con técnicas histoquhnicas, se ha 

demostrado la presencia de inervación simpática en regiones específicas de tejido 

linfoide primario y secundario (Felten, Felten, Carlson, Olschowka & Livnat 1985). 

Estas inervaciones son predominantemente noradrenérgicas (Madden, Ackerman, 

Livnat, Felten, & Felten, 1989). También se encuentrar fibras peptidérgicas 

inervando la médula ósea, el timo, el bazo, nódulos linfáticos y el tejido linfoide 

asociado a las mucosas (Felten Sr Felten, 1991). Las fibras nerviosas forman uniones 

neuroefectoras cercanas a linfocitos y macrófagos, regulando asi la función de estas 

células de forma directa. Los neurotransmisores liberados de estas terminales 

nerviosas pueden difundirse para actuar en sitios lejanos, lo cual extiende el 

potencial interactivo entre el sistema nervioso autónomo y el sistema inmune. 



Ademas, la mayoría de las células linfoides tienen receptores para al menos algún 

tipo de los neorotransmisores utilizados por el sistema nervioso autónomo. Lag. 

células linfáticas expresan receptores para catecolaminas y una gran variedad de 

neuropéptidos (Husband, 1993). Los neuropeptidos que más se han estudiado en 
cuanto al papel que juegan en la interación neuro-inmune son la substancia P \ el 

Péptido Vasoactivo Intestinal (VII') (Ackerman, Belting& & Felten, 1991). 

Las lesiones químicas y ablaciones del sistema nervioso simpático, causan 

una serie de efectos en diversas poblaciones de célUlas linfoides (Miles, Chelmica-

Schou, Otten, dr. Arriasen, 1985). Dichos efectos son más diversos que los 

observados con lesiones del hipotálamo y son más duraderos (Redel., Karaszewsk, 
& Arnason 1989). 

Ambas vías de modulación neuroinmune mantienen importantes vínculos 

anatómicos y funcionales con estructuras del sistema límbico incluyendo regiones 

corticales que podrían estar regulando la interacción sistema nervioso - sistema 

inmune. Con el uso de técnicas de lesión se ha podido observar la participación de 

algunas estructuras en la regulación de la respuesta inmune. Lesiones efectuadas 

con excitotoxinas en el área septal incrementan la actividad de células NK, 

disminuyen el número de células formadoras de plaquetas y suprimen la secreción 

de TNFa por macrofagos (Wetmore, Green-Johnson, Gartner, Sanders, & Nance, 

1994). Otras estructuras del sistema limbico, se ha propuesto, participan en la 
regulación de la respuesta inmune. Usando lesiones electrolíticas del hipocampo y 

la amígdala se han encontrado efectos en la actividad mitogénica de células T e 

incrementos transitorios en la cantidad de timocitos y esplenocitos (Brooks, Cross, 

Roszman, & Markesbery, 1982), sin embargo en experimentos posteriores se 

observó que lesiones del hipocampo no tenian efecto alguno sobre diversos 

parametros inmunitarios (Nance, Rayson, & Can, 1987). El grupo de Cross (Brooks 

et al., 1982), realizó otros experimentos que les permitieron observar que la vía 

hipotálamo hipofisiaria mediaba en forma muy importante los efectos de las 

lesiones de amígdala e hipocampo sobre la respuesta inmune (Cross, Brooks, 

Roszman, & Markesbery, 1982). Las lesiones utilizadas por el grupo de Cross 

destruyen tanto células como fibras de paso, lo que impide hacer una inferencia 

clara del papel del hipocampo y la amígdala en la respuesta inmune. 

Lesiones de estructuras particulares del tallo cerebral también producen 

cambios en la actividad ininunitaria. Al lesionarse la parte caudal de la fromación 

reticular, se observa un inhibición de respuestas anafilácticas, mientras que si se 

lesiona la parte la parte rostral de la formación reticular, incluyendo los núcleos del 



rate. se presenta un incremento en la sensibilidad de este tipo de respuesta5 
lsal te & Jankovic, 1973). Lesiones de la fromación reticular, también resultan en 
la involución del timo Se ha encontrado también que lesiones de los núcleo!, 
pa rabraquiales del puente, particularmente los ventrates y mediales, producen int 
decremento en la respuesta proliferativa de timocitos (Kadlecova, Masa, tienen, Sr 

Petrovickv, 1987). Ei;tos núcleos estan integrados dentro de las conexiones entre el 
tallo cerebral y los núcleos autonómicos, tal como el núcleo del tracto solitario, el 
hipotálamo y la circuiteria de la amígdala, y pueden estar involucrados en el 
procesamiento de información asociado con laS interacciones nettroinmunes 
(Felten, Cohen, Ader, Echen, Carlson, & Roszman, 1991). 

Neveu y colaboradores (Neveu, 1992; Neveu, 1993) han sugerido la 
participación de la corteza cerebral en la modulación de la respuesta inmune, 
proponiendo la existencia de un sistema lateralizado. Estos investigadores 
encontraron que lesiones grandes del hemisferio izquierdo de ratón, producen un 
decremento en el número de células T y en la actividad mitogénica de estas células 
y de células NK. Por su parte, lesiones de la corteza cerebral derecha tuvieron 
efectos opuestos. A pesar de lo sugerente de los datos, las lesiones efectuadas son 
denmasiado grandes y los mecanismos, vías e identidad del sistema involucrado en 
el efecto se desconecen. 

Es claro entonces, que el sistema nervioso tiene la capacidad de ejercer una 
importante influencia sobre la respuesta inmune, sin embargo , para que un sistema 
pueda funcionar adecuadamente como un regulador o modulador debe de contar 
con información apropiada acerca de la variable o variables que está modulando. 
De ésta manera tenemos que el sistema nervioso central requiere de información 
proveniente del sistema inmune para que pueda darse una interacción reguladora 
entre estos. 

Las citocinas, las cuales son un grupo de moléculas polipeptídicas que se 
asocian generalmente con los mecanismos de activación del sistema inmune y la 
estimulación de respuestas inflamatorias, puden tener diversos efectos sobre tejido 
nervioso, y probablemente sirvan como un sistema de retroalimentación entre el 
sistema inmune y el sistema nervioso central, 

Se ha encontrado que en sistema nervioso se expresan receptores para 	I, 
1L-2,1L-3,1L-6 y TNE-a, esto se puede ver tanto en células neurales e corno células 
gliales (Hopkins & Rothwell, 1995). Lo anterior no es de interes para la interacción 
neuro inmune cuando nos referirnos a las células microgliales en virtud del papel 



de macrotago que se le ha atribuido a estas células, sin embargo resulta im porta lite 

cuando hablamos de la expresión de este tipo de receptores en células neurlaes, los 

cuales pueden tener un papel funcional muy importante. Con técnicas de 

hibridización, se ha encontrado evidencia de la existencia de receptores a 1L- I tipo I 

en el giro dentado y la región CA3 del hipocampo, en los núcleos antena dorsales 

del tálamo, en el rafe dorsal, en las neuronas sensoriales de los núcleos 

nwsencefálicos del nervio trigémino, en las células de Purkinje en el cerebelo y en 

células secretoras de hormonas en la pituitaria anterior. Es de sorprender, el hecho 

de que no se haya observado mRNA de 11,1 en células hipotalámicas, debido al 

papel que se le atribuye a esta citocina en la regulación de la temperatura, sin 

embargo es probable que el tipo de receptor que se encuentra en el hipotálamo 

que responde a IL-1 tenga características moleculares diferentes a los que se 

observan en las células linfoides (Cunningham Souza, 1993). Recientemente se ha 

reportado la presencia de otro tipo de receptor en sistema nervioso con una 

selectividad inusual a IL-111 (Hopkins & Rothwell, 1995). Este último dato implica 

que el estudio futuro de receptores a citocinas en sistema nervioso deberá tomar en 

cuenta la posbilidad de que estos receptores no sean completamente homólogos a 

los que se encuentran generalmente en células linfoides u otros tejidos. 

La existencia de receptores a interleucinas en sistema nervioso es importante 

porque pueden implicar un papel funcional de estas moléculas en la comunicación 

neuro inmune. Se ha descrito que despues de una inmunización se observa un 

incremento en la actividad eléctrica de neuronas hipotalámicas (13asedovskv, 

Sorkin, Felix y Hass, 1977), asé mismo, se ha observado que la estimulación 

antígenica produce un incremento en el metabolismo de las catecolaminas en la 

amígdala y el hipocampo (Masek, Petrovicky y Seifed, 1992). Con el uso de 

inmunosupresores se han obtenido efectos diversos en otras estructuras del sistema 

nervioso. Estos efectos pueden estar mediados por la acción de interleucinas en 

sistema nervioso, aún cuando esto no ha sido comprobado, la existencia de 

receptores a interleucinas en dichas regiones lo sugiere, y no se ha planteado hasta 

el momento otra alternativa que explique satisfactoriamente la forma en comO los 

cambios en el estabas ininunologico afecta la actividad de diversas regiones de 

sistema nervioso. 

Un problema de este planteamiento es el ele como las interleucinas liberadas 

perifericamente logran accesar al sistema nervioso para llevar a cabo su función 

mensajera, El transpote pasivo a través de la barrera hernato-encefálica es poco 

probable debido al tamaño y estrutura de las interleucinas. En contraste se ha 

descrito un sistema de transporte activo para la IL-1. y el TNE-a (Gutierrez, 13ank, 



& Kastin, 19931, que permite el paso de estas proteínas de la sangre al cerebro, en 

donde receptores a estas interleucinas en células endotehales Ile an acabo la labor. 

Se ha propuesto que los receptores a otras interleucinas en células endoteliales 

podrían traducir la señal con la mediación de productos eicosanoides o bien 

transportar activamente a la molécula a través de la actividad de proteinas 

acarreadoras (Cunningham & Souza, 1993). La posibilidad de un fenómeno de 

e‘travasación aun cuando propuesta se piensa poco probable. Por otro lado se 

observado que algunos tipos de células linfoides llegan a estar presentes en 

parénquima, lo cual se debe probablemente a que las células linfoides a través de 

una diapedesís logran cruzar la barrera hematoencefálica. Cabe señalar que si bién 

muchas interleucinas pueden ser producidas en sistema nervioso, éstas se 

producen principalmente por la microglia activada durante procesos inflamatorios 

v su producción se asocia más a condiciones patológicas que a condiciones 

fisiológicas. 

Recientemente se ha obtenido evidencia que indica la posibilidad de que el 

nervio vago sea la principal ruta de acceso para la función comunicativa de las 

interleucinasen.!a interacción neuroinmune, debido a la presencia de receptores en 

terminales simpáticas (Luheshi, Hammond, & Dam, 1996). De esta manera también 

los núcleos de tallo que integran información visceral como el núcleo del tracto 

solitario (NTS) han sido implicados de manera importante en la la integración de 

información proveniente del sistema inmune (Luheshi, Hannond, & Dam, 1996). 

De esta manera tenemos que el sistema. nervioso es capaz de ejercer una 

importante influencia sobre el sistema inmune atraves de dos sistemas neurales 

electores. El primero representado por el eje hipotálamo pituitaria, en donde 

através de hormonas el sistema nervioso ejerce un control homeostático de la 

actividad inmunitaria, ayudando a mantener un estatus estable del sistema 

ininunológico, Husband (1993) le atribuye una función tónica a la regulación 

hipotalámica, mientras que a la regulación ejercida por el sistema nervioso 

autónomo se le atribuye una función fálica, con la que se ejerce influencia nerviosa 

sobre la inmunidad en respuesta a las demandas ambientales. 

Así mismo, el sistema nervioso se informa de lo que acontece en el sistema 

inmune a tra ves de los cambios en las concentraciones de interleucinas, las cuales 

actuan en algunas estructuras del sistema límbico y a nivel del sistema nervisos 

autónomo. Probablemente estas estructuras del sistema límbico y algunas regiones 

corticales son las responz,ables de organizar la modulación Retiro inmune. 

1(1 



Sistema Nervioso 
Autónomo .vare 

 Medula 
Adrenal 

Células 
Ganglionares 

Cortica teroides 

Septum 

Hipotálamo 

Hipocampo 

Catecolaminas 
wwea• 

Neuropéptidos 

N'ES 

El:quemo 7. se muestran las principales vías de comunicación entre el sistema nervioso central !I el sistema 
inmune. .4CTH, Hormona Ademo Cortico Tropica; NTS, Núcleos del Tracto Solitario; Núcleo Pralnaquial del 
Puente. 

Si el sistema nervioso es capaz de modular la respuesta inmune y si además 

existen estructuras centrales que reciben información del sistema inmune, es 

posible que los mecanismos plásticos que ocurren en el sistema nervioso afecten al 

sistema inmune, De hecho se ha observado que se puede modular el sistema 

inmune a través de un mecanismo de plasticidad nerviosa cuino lo es el 

aprendizaje, específicamente por medio de procedimientos de condicionamiento 

clásico. 



El Condicionamiento de la Respuesta Inmune 

Los primeros intentos por condicionar al sistema de defensa fueron hechos 

en 1926 por Metal'inkoy y Chorine (Ader & Cohen, 1985), quienes buscaron 

condicionar el incremento de leucocitos polhnorfonucleares (PMNs) evocado por la 

inveci- in de antígeno (que en este caso era Bacillus anthracis, como estímulo 

incondicionado El), apareándola entre 18 y 25 veces con un estímulo 

innumológicamente neutro (rascar o calentar la piel como estímulo condicionado 

EC), utilizando conejillos de indias como sujetos experimentales. Los autores 

reportan el haber obtenido un efecto condicionado, aunque claramente la respuesta 

condicionada fue débil y transitoria comparada con la respuesta inducida por el 

antígeno. 

El éxito del condicionamiento de la respuesta inmune surgió con el uso de un 

modelo de evitación al sabor denominado condicionamiento aversivo a los sabores 

(CM), descrito originalmente por García, Kimmeldorf y Koelling (1955). Este se 

convirtio en un paradigma clásico por sus implicaciones teóricas y por su utilidad 

práctica, ya que es un procedimiento de condicionamiento con el que fácilmente se 

obtiene la aversión condicionada al sabor, tanto que basta un solo ensayo para que 

el animal aprenda, además de que puede perdurar por meses y su extinción total 

toma varios ensayos. 

García demostró que los estímulos que podían ser puestos en una relación 

temporal para desarrollar un aprendizaje tenían que tener ciertas caracterfstcas que 

los relacionaran, esto implicaba que no cualquier par de estímulos podían ser 

relacionados temporalmente. Citando apareaba simultaneamente la presentación de 

un estímulo luminoso y un sabor con un choque eléctrico y un estímulo que 

producía irritación gástrica, el estímulo luminoso se relacionaba temporalmente 

solo con el choque eléctrico y el sabor con la irritación gástrica (Garcia, Hankins, & 

Rusiniak, 1974). En ningún momento los animales podían ser condicionados a tener 

aversión al sabor si este era apareado con un choque eléctrico y de la misma manera 

si un estimulo luminoso era apareado con irritación gástrica, el animal no 

presentaba ninguna respuesta ante la luz, lo que implicaba la existencia de vial de 

asociación que permiten el fácil apareamiento de un par determinado de estímulos 

y dificulta la posibilidad de que otro par entre en asociación. 

Esta evidencia sugirió que los circuitos involucrados en cada tipo de 

condicionainiento eran diferentes y por lo tanto los centros nerviosos en donde 

12 



Incentivo 
edificación 

RC EC 
Sabor 

Efecto Tóxico El  

EC ue> 
Ohm 

ni crian los mecanismos de integración de los estímulos, teman que tener ciertas 

peculiaridades. De esta manera se planteo un modelo funcional para los relleios 

defensivos (esquema 2) en el cual explicaba como los estímulos exteroceptivos entre 

si, podían entrar en una relación temporal y desarrollar un condicionanuenfo, 

mientiSlos estímulos gustativos v viscerales hacían lo mismo en otro sistema 

(Garcia, Lasiter, l3ermudez-Rattoni, 	Deems, 1985). La percepción olfativa 

representa un enlace entre ambos sistemas, esto debido a que se demostró que 

cuando un estímulo gustativo es apareado con malestar gástrico, se puede inducir 

la aversión al olor si este se acompaña de un estimulo gustativo, pero no si solo se 

aparean olor y malestar, de la misma manera, el estímulo olfativo puede ser 

relacionado temporalmente con un estímulo exteroceptivo. 

EC 111~...020111~~1P 

1tuhln 	 Defensa 	 Modificación 

El 	 Exterior 	RC de la Conducta 

Dolor 	
(CSt-CS.Blonueó) 

(CS+CS.Potenciación) 

Tiempo 

Tomado de García y Cols., (1985), Annals. N. Y. Arad. Sci. 443, 8-21 
Esquema 2. Mediante un diagrama de bloque Sr' representan los sistemas defensivos externos e in terniN 
(visceral), ilustrando los iliferoiies estímulos que pueden entrar selectivamente en una relación temporal para 
desarrollar un condicionar/tiento. Calme scrInlar que el olor se presenta como una compuerta Mire he ,los 
sistemas ya que punto ser relacionado temporalmente en ambos sistemas. 

En 1974 Robert Ader de la Universidad de Rochester, interesado en el CAS, 

utilizaba otras drogas en lugar del usual LiCI como productor de malestar gástrico. 

Cuando usó ciclofosfamida como estímulo incondicionado apareada con sacarina, 

pudo observar la adquisición de una aversión condicionada al sabor. Al realizar 

pruebas de extinción para valorar la fuerza del condicionamiento, observó que 

muchos de los animales morian después de varias exposiciones al sabor, además el 

indice de mortandad estaba asociada al numero de reexposiciones a la sacarina t.  al 

volumen consumido durante el entrenamiento. La ciclofosfamida es biés conocida 

por su capacidad inmunosupresora y colateralmente produce irritación gástrica. 



Basándose en estas observaciones, Ader propuso que el apareamiento cine un 

estímulo gustativo con una droga inmunosupresora resultaría en una 

inmunosupresión condicionamiento. La mortandad entonces, sería el resultado de 

la exposición repetida al estímulo condicionado, el cual, al producir un electo 

negativo sobre el sistema inmune, permitiría que los animales fueran más 

susceptibles al ataque de agentes patógenos. 

Estas especulaciones fueron probadas con experimentos controlados, para 

discernir el verdadero carácter de éste fenómeno. En 1975, Ader y Cohen utilizaron 

ratas Wistar separadas individualmente a las que se mantenía con restricción de 

agua, permitiéndoles beber durante un período de 15 min una vez al día, esto 

durante 5 días para obtener un nivel basal de consumo de agua. Después de los 5 

días de medición del consumo de agua, a tres grupos de ratas (CS1,CS2 y CSo) se 

les condicionó, por medio de la presentación durante 15 mixt, de sacarina sódica al 

0.1% en su bebedero, apareada con una inyección ip de una solución de 50 mg/kg 

de ciclofosfamida. Otro grupo de animales, denominado no condicionado (NC) se 

le presentó agua apareada con ciclofosfamida (en trabajos posteriores este grupo 

recibió apareamientos de sacarina y ciclofosfamida de manera no contingente, 

observándose un efecto similar). Finalmente se utilizó un grupo control 

denominado placebo (P), al cual se le apareó la presentación de sacarina con 

solución salina isotónica. 

Tres días después del condicionamiento, todos los animales fueron 

inmunizados con eritrocitos de carnero y 30 min después de la inmunización los 

grupos de animales condicionados, el grupo NC y el grupo P fueron expuestos a la 

sacarina (excepto el CSo), uno de los subgrupos CS recibió otra exposición a la 

sacarina 3 días después de la inmunización (CS2), el otro solo fué expuesto una vez 

(CS1), mientras al tercero (CSo) se le presentó solamente agua. Los grupos NC y 

CSo sirvieron como controles del condicionamiento. El grupo 1' representó a  la 

respuesta inmune normal. Cabe mencionar que también se utilizó un grupo para 

evaluar el efecto incondicionado (US) de la ciclofosfamida, el cual recibió el mismo 

tratamiento que los grupos condicionados, pero el día de la reexposición a las 

sacarina fué reinyectado con ciclofosfamida. Seis días después de la inmunización 

se tomaron muestras de sangre de todos los animales, para medir, por medio de 

hemaglutinación, los títulos de anticuerpos de una respuesta inmune primaria. 

Las ratas condicionadas reexpuestas a la sacarina presentaron una reducción 

significativa de su consumo de agua con sacarina, en comparación a los animales P 

y a aquellos a los que se les presentó agua sola en lugar de la solución con sacarina 

I4 



Ader & Cohen (75) 
Fig I la 

Rogers et al l76) 
Fig 1 lb 

Wayner et al (781 
Fig, 11c 

res  
NC CSo CSI  C52 US 

Condicionados 

ow. 

1 S9 

Condicionados 

1r 	NC CSo C51 C5 ) U5 

Condicionados 

(Fig I la). Los animales del grupo P como se esperaba, presentaron una respuesta 

inmune normal. La respuesta inmune de los animales NC y los del grupo CSo era 

semejante, pero un poco más baja que la de los controles. Los grupos CS1 y (.:S2 

presentaron una clara inmunosupresión cuya magnitud dependia del numero de 

reexposiciones a la sacarina. Ambos grupos presentaron diferencias significan \ as 

en comparación a los grupos CSo, NC y P. Estos resultados apoyaron la hipótesis 

de que el apareamiento de sacarina y ciclofoilfamid a produciría un 

condicionamiento inmunosupresor (CIS), demostríndose que el efecto del estímulo 

condicionado era un efecto real, en virtud de que los grupos inyectados con 

ciclofostamida pero sin la presentación del estímulo condicionado, no presentaban 

la misma supresión que aquellos condicionados que fueron reexpuestos a la SAL 

Tomado de Ader & Cohen 119851 The Behavioral and Orain &iones 	pp 379- 94 
Fig 11. Se muestran los resultados obtenidos en el CIS por tres *rentes grupos de investigado e. En el eje de 
las Y se innestranlos títulos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero a los seis días e espité:: de la 
inmunización y en el eje de las X los diferentes grupos. P=Placebo; NC=No condicionado o iu contingente; 
CSo=Condicionado no reexpuesto; CS1=Condicionado reexpuesto en una ocasión; CS2.coodicionado  
«expuesto en dos ocasiones; t1CS=Ineondicionado. Los títulos de anticuemos están presen iodos 91 una escala 
logarítmica y en todos los casos se encontraron diferencias significatioas entre los grupos condicionados y los 
controles (rdi.os). 

Un evidente defecto de los trabajos originales de Ader, es el tiempo que 

transcurrio entre el apareamiento de sacarina-cidofosíamida y la reexposición a la 
sacarina. Cl efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida dura aproximadamente 10 

dias y por lo tanto el efecto que ellos observan esta contaminado por la supresión 

inducida por este farmaco. Sin embargo cabe resaltar que las diferencias que se 

observan entre el grupo CSo y los CSI y CS2, implica la existencia de un efecto 

inmunosupresor evocado por la reexposición al estímulo condicionado v por lo 

tanto se puede hablar de una inmunosupresión condicionada. 
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Estos trabajos fueron replicados más tarde por otros dos grupo:, de 

investigadores (Rogers, Reich, Strom, & Carpenter, 1976; Wayner, Elannery, & 

Singer, 1978) quienes encontraron efectos semejantes (lig I lb y 1c) a los obren ados 

por Ader y Cohen en 1975. Además, estos Otros grupos de investigación utilizaron 

períodos mas largos entre la adquisición y la reexposición. El fenómeno de C15 se 

convirtió entonces en una importante linea de investigación que como Ader 

Cohen, muchos otros investigadores siguieron. De esta manera se encontraron 

evidencias de que éste mismo procedimiento de condicionamiento, produce efectos 

supresores de la actividad de células NK 	& Exon, 1986); disminuye la 

proliferación de linfocitos ante la estimulación con un mitógeno (Neveu, Dantzer, & 

LeMoal, 1986); decrementa el número de células formadoras de plaquetas 

(Bovbjerg, Kim, Siskind, & Weksler, 1987b); inhibe las respuestas de 

hipersencibilidad de tipo retardada (l3ovbjerg, Cohen, & Ader, 1987a); decrementa 

la proliferación de linfocitos (Neveu et al., 1986); la actividad de células NK se 

disminuye (O'Reilly & Exon, 1986) y se ha observado que se inhibe la producción 

de IgM (Kusnecov, Husband, & King, 1988). 

1.a critica principal a la que se enfrentaron los trabajos con inmunosupresión 

condicionada fue que su asociación con el condicionamiento aversivo a los sabores 

hacia pensar que se podía tratar de un condicinamiento en donde el estrés estaría 

mediando el efecto inmunosupresor. Kelley y Dantzer (1986) argumentaban que "el 

conflicto que experimentan los animales entre beber una solución aversiva o no 

beber en lo absoluto, les produce un estado estresante que es capaz de incrementar 

los niveles de corticoesteroides, causando así una inmunosupresión mediada por 

estrés. Este problema pudo ser resuelto tempranamente (Ader, Cohen, & Bovbjerg, 

1982) utilizando un sistema de exposición a dos bebederos, en el cual a las ratas se 

les presentaba en un bebedero una solución con sacarina y en el otro agua (cuando 

la sacarina habia sido previamente apareada con ciclofosfamida). 15 minutos 

después de haber elegido una solución que beber, se les forzaba a consumir 5ml de 

sacarina por medio de una jeringa. Con este procedimiento pudieron obtener el 

condicionamiento inmunosupresor de la misma manera que con el sistema de un 

bebedero. Adicionalmente, el grupo de Ader (Ader & Cohen, 1985) habia va 

realizado experimentos con el afán de observar si los corticoesteroides estaban 

involucrados en el CIS. Apareando sacarina con LiCI se observaba un incremento 

en la concentración de corticoesteroides en plasma, durante la adquisición s la 

prueba, sin embargo la reexposición a la sacarina no producid efecto alguno en la 

respuesta inmune. Además el incremento en la concentración de corticoesteroides si 

bién se producía ante la administración del cloruro de litio, también se observaba 
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cuando se presentaba un estímulo novedoso no condicionado, proba blemen te  

debido a una reacción de estrés evocada por el sabor novedoso. Roudebush 
Bry ant (1991) encontraron que el efecto inmunosupresor producido por el 
condicionamiento, no esto asociado a un incremmento en la concentración de 
corticoesteroides. Además se ha visto que la aversión al sabor, no correlaciona con 
la magnitud del efecto inmunosupresor del condicionamiento (Ader & Cohen, 
1985). 

En otros experimentos se ha demostrarlo que con el uso de pequeñas dosis 
de cidosporina A apareada en repetidas ocasiones con sacarina, no se obtiene 
aversión al sabor pero si un condicionamineto inmunosupresor (Klosterhalfen 
Klosterhalfen, 1990). También con el uso de suero antilinfocitos como estímulo 
incondicionado apareado con sacarina, se ha podido obtener un condicionamiento 
inmunosupresor sin condicionamiento aversivo a los sabores (King, Husband, 
Kusnekov, 1987; Kusnecov, Sivyer, King, Husband, Cripps, & Clancy, 1983). Con 
estos experimentos se pudo disociar al fin el condicionamiento aversivo a los 
sabores de la inmunosupresión condicionada, por lo cual se pude hablar del 
condicionamiento inmunosupresor como un condicionamiento por si mismo. 
Siguiendo esta línea de investigaciones, se realizaron experimentos con el fin de 
determinar si la adición de un estímulo productor de irritación gástrica en la 
adquisiéión del condicionamiento inmunosupresor obtenido con el apareamiento 
de sacarina y suero antilinfocitos permitía que este se expresaba de manera más 
robusta (Gauci, 13ull, Schedlowski, Husband, & King, 1991). Encontraron que los 
animales a los que se les habia apareado la sacarina con el suero antilinfocitos junto 
con LiCI no presentaron una respuesta condicionadatan fuerte como los animales a 
los que solo se les apareó la sacarina y el suero. 

'La utilidad clínica del condicionamiento de la respuesta inmune se ha 
demostrado en experimentos en los que el CIS decremento la tasa de mortandad en 
animales con enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso (Ader 
Cohen, 1982) y así mismo, se ha visto que el CIS disminuye la probabilidad de 
rechazo a transplantes (Grochowicz, Schedlowski, Husband, King, Hibber, 
Bosven, 1991). 

El condicionamiento inmunosupresor, originalmente descrito por Ader 
Cohen, surgió de un paradigma de CAS, el cual como ya se mencionó, tiene tina 
expresión fuerte y de larga duración, de la misma forma, el CIS tiene una expresión 
robusta y puede perdurar por meses aún cuando se haya obtenido con un solo 
ensayo de apareamiento, en contraste, en los experimentos realizados por 



MetaEnikov y Chorine, encuentran una respuesta condicionada débil y transitoria, 

producto de un gran número de apareamientos. Esto probablemente se pueda 

explicar con el sistema de los reflejos defensivos descrito por John García. En este 

contexto, el CIS se estaría dando como una asociación dentro del sistema de defensa 

visceral. Esto implicaría que los estímulos olfativos .y gustativos tendrían mayor 

posibilidad de ser asociados con la respuesta inmune que los estímulos visuales u 

somatosensoriales, con lo cual se explica el porqué los intentos rusos no tuvieron el 

éxito esperado. El modelo de García no implica que sea imposible desarrollar 

condicionamientos con estímulos poco afines, pero sí, que existen reflejos 

condicionados más naturales, o mejor dicho que forman parte de los procesos 

evolutivos de los organismos, por su parte, algunos reflejos condicionados son 

difíciles de obtener debido a que el organismo no cuenta con sistemas neurales 

predeterminados para ello, lo que implica que el organismo tiene que implementar 

nuevas estrategias de plasticidad neural que son costosas en términos temporales y 

energéticos. Así mismo, existen sistemas neurales que facilitan la adquisición del 

aprendizaje, en virtud de que las nuevas conductas aprendidas son indispensables 

para la efectiva adaptación del organismo al medio, por ejemplo, el sistema neural 

que subyace al CAS y que probablemente también este mediando el CIS, es 

necesario para que el organismo adquiera un aprendizaje que le permitirá hacer 

una selección adecuada de los alimentos que puede consumir. 

Al conocer la existencia de relaciones anatómicas y funcionales entre el 

sistema Jtervioso y el sistema inmune podemos reconocer la existencia de sistemas 

de interacción que propicien el fenómeno de condicionamiento de la respuesta 

Iartune. Sin embargo poco se ha estudiado acerca de los mecanismos de interacción 

entre Ambos sistemas que nos permita entender como y de que manera se da el CIS. 

Para poder acceder al estudio de los mecanismos involucrados en el 

condicionamiento, se debe primero de iniciar con algun tipo de datos capaces de 

dirigir nuestra linea de investigación. De esta manera el interes ha sido empezar 

por estudiar el papel de estructuras neurales en el condicionamiento 

inmunosupresor, partiendo de los datos que se tienen acerca de las estructuras 

involucradas en el CAS y en los sistemas de modulación neural de la respuesta 
inmune. 

.1.rt,5!•!ar 

En el caso del CAS, durante los últimos años, se ha ido describiendo el 

sustrato neurai de este paradigma (Barker, Best, Br Donjan, 1977; Domjan, 19801: En 
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1972 se reportó que una región cortica' conocida en ese entonces como corteza 

gustativa, participaba en el CAS (13rawn, Slick, & Lorden, 1972), dado que lesiones 

de dicha región producían considerables delicits en el aprendizaje. 

La corteza insular (0) es una región que en la rata ocupa aproximadamente 

1 x 3 mm de área y se encuentra localizada en la confluencia de la arteria cerebral 

media y el surco rinal en la rata, lo que representa las áreas 13 y 14 de Krieg. En un 

principio se consideró a esta corteza como la corteza gustativa primaria, basándose 

en sus relaciones anatómicas con los núcleos ventrobasales del tálamo (Erommer, 

1961), lo cual coincidía con el criterio anatómico de una corteza sensorial. 

En 1975 Brawn y Kiefer , interesados en determinar si la CI realmente estaba 

involucrada en la percepción de los sabores, realizaron lesiones de la CI y midieron 

el consumo de diferentes concentraciones de quinina, salina y sacarosa, 

encontrando que las ratas con ablaciones de esta corteza, consumían diferentes 

cantidades de las diversas concentraciones de las soluciones antes mencionadas, al 

igual que los animales intactos (Fig 12), observando sólo un pequeño incremento 

del consumo en la parte media del gradiente de concentración, lo cual sugiere que 

la CI no es importante para la percepción y discriminación de los sabores. 

Modificado de Brawn y cok. (1982) Physiological Psychology 1(1, 13-45 

Fig 1 2. Se mestrit la inedia ±ELAII del consumo teje y) de soluciones a diferentes concentraciones teje x) Jr 
cloruro de sodio, ill1Inind y ácido clorhídrico en ratas e011 lesión en corteZit insular 11 en il111111111e; 

1111tIa0S. 141 finca punteada en d 1119.?.',, (le el ele de las ordenadas representa id consumo ltilSid 



Por lo anterior se propuso que la Cl estaba involucrada en los procesos 

cognoscitivos relacionados a estímulos gustativos mas que en los procesos 

perceptuales de dichos estímulos. Los autores (Brawn et al., 1982) mencionan que el 
efecto observado en los animales con lesión en corteza insular en donde se observa 

un pequeño desajuste de la curva de discriminación, es una pequeña alteración de 

la discriminación fina de los sabores, probablemente debido a que se ven afectados 

los aspectos cognoscitivos de la integración de estímulos gustativos. 

La CI también se ha caracterizado por su importancia en la integración de 

estímulos viscerales. Esta región cortical presenta relaciones anatómico funcionales 

con el NTS (Van-der-Kooy, McGinty, Koda, Gerfen, & Bloom, 1982), el cual es un 

núcleo en donde converge gran cantidad de información visceral. De esta manera, 

se ha involucrado a la CI en la representación cortical de estímulos viscerales. 

Inclusive, algunos autores se han referido a la CI como corteza visceral (Kiefer, 

1985; Lasiter, Glazman, & Mensah, 1982), atribuyendole, un importante papel en la 

integración de este tipo de estímulos (Bermúdez-Rattoni, Introini-Collison, Sr 

McGaugh, 1991). 

El hecho de que la CI reciba información tanto de las vísceras como de las 

vías gustativas, hizo de ésta una región importante para la integración de los 

estímulos involucrados en el CAS, por lo cual se ha dejado de considerar a la CI 

como una corteza gustativa o visceral, o como una región involucrada en la 

percepción de dichas cualidades sensoriales y se ha comenzado a estudiar su papel 

en el aprendizaje. 

De esta manera, se ha observado que las lesiones de CI tienen efectos sobre 

otros tipos de aprendizajes como la prevención pasiva (Bermúdez-Rattoni et al., 

1991; Dunn & Everit, 1988) y el laberinto de agua de Morris (Bermúdez-Rattoni & 

McGaugh, 1991). Ambos aprendizajes, al igual que el CAS, tienen en común que 

son aprendizajes motivados aversivamente; es decir implican la elaboración de un 

valor hedónico negativo de los estímulos condicionados y probablemente ocurren 

por medio de las relaciones de la CI con estructuras del sistema límbico, como la 

amígdala y el hipocampo, y con algunas del tallo cerebral. 

Lo anterior apoya la idea de que la CI esta involucrada en el aprendizaje o 

dicho de otra manera, en los aspectos asociativos del condicionamiento. Así 

entonces, la C1 participaría en la integración de los estímulos involucrados en los 
aprendizajes aversivos, en especial de estímulossustativos y viscerales, los cuales 

se requieren para la elaboración de un CAS. Además, las conexiones anatómicas de 

2.0 



la corteza insular con regiones como el núcleo parabraquial del puente y el NTS. asi 

como la relación que guarda con estructuras del sistema límbico como la amígdala, 

hacen probable que participe también en el CIS el cual requiere de la integración de 

estímulos gustativos con información proveniente del sistema inmune. En este 

sentido, algunas evidencias indican que el sistema inmune através de factores 

solubles como las interleucinas, puede informar al sistema nervioso acerca de los 

cambios que éste sufre, ya sea por medio de receptores en el sistema nervioso 

autónomo (Saito, Akiyoshi & Shimizu 1991)0 a través de receptores en regiones del 

sistema límbico (Cunningham & Souza, 1993) como el hipocampo o la amígdala, 

con los cuales la CI tiene relaciones anatómicas y funcionales (Kiefer, 1985). 

De lo anterior se desprenden dos trabajos, el primero diseñado para evaluar 

el papel de la corteza insular en el condicionamiento inmunosupresor descrito por 

Ader y Cohen (1975) en el que se aparean sacrina y cyclofosfamida, en virtud de 

que este modelo es el que mejor caracterizado esta hasta el momento. El segundo 

trabajo pretende estudiar la participación de otra estructura relacionada a la corteza 

insular como es la amígdala y avnzar en la caracterización del papel de estas en el 

condicionamiento de la respuesta inmune. 



Trabajo #1 



Efecto de lesiones Excitotóxicas de la Corteza Insular en el 

Condicionamiento Inmunosupresor 

Introducción: 

De la revisión de la literatura so puede concluir lo siguiente: Existe evidencia 

de la relacion entre la corteza insular y el condicionamiento aversivo a los sabores; 

de las relaciones anatómico-funcionales entre esta región cortica( y estructuras 

involucradas en la neuroinmunomodulación. También hay evidencia de una 

posible relación entre el CAS y el OS (ambos pueden ser concebidos como casos de 

condicionamiento interoceptivo). En este contexto, el propósito general del primer 

trabjo será determinar los sustratos neurales del condicionamiento de la respuesta 

inmune. Específicamente, el objetivo será evaluar los efectos que lesiones de la CI 

tienen en la adquisición de una tarea de CIS, como la descrita originalmente por 

Ader y Cohen (1975), quienes aparean sacarina y ciclofosfamida, debido a que este 

modelo de condicionamiento de la respuesta inmune es el más estudiado y del que 

más información se tiene, En el condicionamiento de la respuesta inmune, como se 

menciona en el capítulo V, el apareamiento contingente de sacarina y 

ciclofosfamida provoca que el estímulo gustativo por si solo induzca una 

inmunosupresión condicionada, La manera de medir esta inmunosupresión, en 

general, es mediante la titulación de los anticuerpos presentes en el suero de los 

animales, y una de las técnicas más sencillas y mejor establecidas es la de 

hemaglutinación. Una vez establecido el fenómeno utilizando la misma técnica de 

titulación que Ader y Cohen, se utilizará la técnica de ELISA porque tiene mayor 

sensibilidad y puede arrojar datos en una escala intervalar y no ordinal como es el 

caso de la hemaglutinación directa 

La variable dependiente es la respuesta inmune de animales entrenados en el 

CIS, la cual podrá ser determinada mediante los títulos de anticuerpos de una 

respuesta inmune primaria medidos mediante hemaglutinación directa o ELISA, 

utilizando el suero de los animales como fuente de anticuerpos, y los eritrocitds de 

carnero como antígeno. Se espera que los animales que muestren el efecto 

condicionado sobre la respuesta inmune producto del CIS, tendrán títulos bajos de 

anticuerpos para eri trocitos de carnero y aquellos que no • presenten 

inmunosupresión condicionada deberan tener títulos de anticuerpos normales, es 

decir, acordes a una respuesta inmune primaria. 



Adicionalmente se es atoará la expresion del CAS por medio del consumo de 

sacarina, que comparado con el consumo banal de agua dará un indicador 
aversión o preferencia. 

La variable independiente es la lesión de la' CI, la cual se realizara con 

infusiones bilaterales de N-metil-I)naspartaro (NNIDA) en la CI, con lo se obtienen 

lesiones en donde se afectan preferencial mente somas neurales, dejando las fibras 

de paso intactas. Esta técnica de lesión, permite además obtener lesiones más 

precisas y delimitadas por la cantidad de solución infundida, permitiendo resolver 

preguntas acerca de la participación de las células susceptibles a esta toxina, en el 

fenómeno a estudiar, dejando a un lado la discusión acerca de la participación 

de las fibras de paso. 

Cabe señalar que se utilizará el diseño de comparación entre grupos, debido 

a que este tipo de estrategia de evaluación es la misma que se utiliza para 

evidenciar el efecto del C1S (Ader y Cohen, 1975, 1982) y para resolver preguntas 

acerca de los efectos de lesiones en la adquisición de tareas de aprendizaje 

(llermudez y McGaugh, 1991). 

Hipótesis: 

Los mecanismos neurales necesarios para la adquisición del CIS se llevan a 

cabo en las células de la CL Por ello, se requiere de la integridad de la C1 para que el 

CIS pueda ser adquirido por el animal, lo que implica que laS lesiones químicas de 
la corteza insular han de impedir la adquisición del C1S, observándose que I) los 

animales con lesiones de la CI y los cuales hayan sido entrenados en el CIS por 

medio del apareamiento de sacarina y ciclofosfarnida y en su momento reexpuestos 

al estímulo condicionado, presentarán títulos de anticuerpos en rangos normales 

estadisticamente diferentes de los títulos de anticuerpos en animales condicionados 

intactos o con lesiones control, en estos últimos, los títulos de anticuerpos serán 

significativamente menores debido al efecto inmunosupresor condicionado, 

mientras que los títulos normales reflejaran ausecia de efecto condicionado. 



Método 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 6 semanas de edad, situadas 
en un ciclo invertido de luz obscuridad do 12:12 horas dentro de un cuarto aséptico, 
separadas y marcadas en cajas individuales. Todos los operimentos se efectuaron 
durante la fase obscura del ciclo. Antes de comenzar el experimento todos los 
animales fueron desparasitados con una solución dé Averdan® al 1).5'„(150 ml por 
animal), para tener un cierto grado de homogeneidad de la respuesta inmune al 
disminuir las modificaciones en la inmunidad debido a parasitos. A todo lo largo 
del experimento los animales se mantuvieron con comida y agua ad /ibitton excepto 
durante los procedimientos para establecer la linea base de consumo de agua. La 
razón por la cual se mantiene a los animales en un ciclo de luz obscuridad invertido 
es que de esta forma se puede trabajar con las ratas en su fase de mayor actividad; 
además se establecen de manera más precisa las fluctuaciones homeostaticas de los 
diferentes ciclos circadic.os, de los cuales, algunos como el ciclo de secreción de 
corticoesteroides, afectan los niveles de la respuesta inmune. 

Lesiones: 

Las lesiones se realizaron mediante técnicas esterotáxicas en dos estructuras 
de la corteza cerebral, utilizando las siguientes coordenadas: corteza insular, AP 
+1.2, L ±5.5 y DV -5,5; corteza parietal, AP +1.2, 1, ±4 y DV -1.5. Para producir la 
lesión se utilizó NMDA, ya que se ha reportado que lesiones excitolóxicas con 
NMDA en la C1 interfieren con la adquisición del CAS (Bermudez-Rattoni y 
McGaugh, 1991). El NMDA (Sigma Co., St Louis, MO; 10 mg/ml en una solución 
amortiguadora de fosfatos, pH 7.4, 0.1M) se coloca en una micro aguja (Becton 
Dickinson Co., Cuautitlán Izcalli, E de M) conectada a un pequeño tubo de 
polietileno (PI 10, Becton Dickinson Co,, Parsippany, NJ) con una microjeringa 
Hamilton (Hamilton Co., Reno, NV) colocada en una bomba de infusión (SAGL 
Co.). Cada animal recibió inyecciones bilaterales de 0.6p1 de la solución con NMDA, 
la cual fue inyectada durante un lapso de 2 minutos, con la ayuda de !a bomba de 
flujo constante. Después de la inyección, la aguja se dejó durante 3 minutos más 
para permitir la difusión del fluido. 



Condiciortamiento: 

Antes del entrenamiento en el CIS, todos los animales fueron privados de 

agua durante 24 hrs, para determinar la línea base del consumo de agua durante los 

4 días siguientes (10 ruin de consumo 2 veces al día 9.am-9pm). El quinto día se les 

presentó la sacarina a las 9:00am en una probeta graduada para medir su consumo, 

permitiéndoles beber durante 10 min, inmediatamente después se les inyectó 

5Omg/Kg de ciclofosfamida (Sigma Co., St Louis, MO) intraperitonealmente, 

dejándoles nuevamente el agua ad filidroti 5 hrs después del apareamiento de los 

estímulos. Se dejó el agua ad libitum durante 15 días, durante los cuales se dejó 

pasar el efecto inmunosupresor de la ciclofosfamida. Después de estos 15 días de 

espera, se privó nuevamente a los animales para determinar una segunda línea base 

de consumo de agua, la cual duró también 4 días. Al 50  día, se reexpuso a los 

animales a la sacarina durante 10 mili, midiéndoles el consumo de ésta para 

compararlo en términos de porcentaje con la media del consumo de agua de los 

últimos dos días. Así se obtuvo un indicador de la aversión o preferencia al sabor, 

en donde la aversión estará dada por valores cercanos a O y siempre menores al 

50% con respecto a la media del consumo basal de agua, mientras que la preferencia 

se representa por valores superiores al 100"% de dicha media. 

Inmunización y Titulación de Anticuerpos: 

Al.quinto día de la segunda línea base y 30 minutos antes de la reexposición 

a la sacarina se inmunizó a todos los animales con eritrocitos de carnero (2ml/Kg 

de eritrocitos al 1% en solución salina fosfato .15M 7.4 pli) en la primera serie de 

experimentos y con lisozima de gallina (5001rg/kg) en la segunda. Se tomaron 

muestras de sangre obtenidas por medio de un pequeño corte en la cola de la rata 

(Akana, Scribner, bradbury, Strack, Walker y Dallman., 1992), a los 4 (muestra A), 8 

(mía) y 12 (mC) días después de la inmunización, de aproximadamente 1.5 mi de 

sangre, cada una de estas muestras se dejó durante 4 hrs a 36 C' para permitir la 

formación de un coágulo que facilitara la separación del suero. Después de esto, las 

muestras de sangre se centrifugaron a 3500 rprn para separar el suero con una 

pipeta calibrada en 1001x1, obteniendo un volumen final de suero de 

aproximadamente 6001x1 por muestra. 

Para hacer la determinación de los títulos de anticuerpos en el suero, se 

utilizó en la primera serie de experimentos la técnica de heinaglittinación directa, 

debido a que es una técnica facil de instrumentar, regularmente usada en otros 

experimentos de condicionamiento inmunosupresor, y que está muy bien 
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establecida para determinar anticuerpos en suero (Gatermann, Aleves Wanner. 

19q2.I. Se hicieron las adecuaciones correspondientes para el presente es perimento, 

en donde se utilizaron los eritrocitos de carnero como antígeno y al :aiero de la rata 

como la fuente de anticuerpos. Inicialmente los sueros son calentados e 56 durante 

15 min para eliminar el complemento y evitar así la lisis de los eritrocitos. Sc 

utilizaron placas de microtitulación de 96 pozos, en estos pozos se colocan 5001 de 

solución salina fosfato con gelatina al 0.1% (SSEce;), para así colocar 50n1 del suero 

y hacer las diluciones para la determinación, de manera tal que el primer pozo 

estará a una dilución 1:2 y el último de 1:256. Si el título de la muestra no se 

determina con estas diluciones, se procede a realizar diluciones empezando con 

1:10. Una vez efectuadas las diluciones se colocan 25µ1 de eritrocitos de carnero al 

1% en SSTcG, dejándose agitar durante 30 min , al final de los cuales se refrigera 

para tomar las lecturas al día siguiente. Cuando se observa la aglutinación de los 

eritrocitos, se le denomina como positivo, y se cuantifica con respecto a la dilución 

en donde se encuentre el último título positivo, siendo este el título final de la 

muestra. Cabe señalar que todas las muestras se hacen por duplicado, v cuando se 

observan discrepancias entre una misma muestra se procede a repetir la prueba 

para dicha muestra, 

En la segunda serie de experimentos se inmunizó a los animales con 

ovalbumina diluida (2ing/300n1) en solución salina (0.15M), y se inyecto 

intraperitonealmente 300n1 de la solución a cada animal. 

Para hacer la titulación de anticuerpos por medio de la técnica de ELISA, se 
fija el antígeno (Ovalbumina) a la placa diluyendo éste en amortiguador de 

carbonatos (10 mg/100m1, el amortiguador se prepara al 1% y se ajusta a p1'1 9.6), 

dejando 50 pl de la solución en cada pozo de las placas de ELISA de 96 pozos 

(Maxisor Nunc) durante toda la noche. Se quita la solución con el antígeno y se lava 

con P135, después se colocan 100111 por pozo de la solución bloqueadora, la cual es 

leche descremada en PES (al 5%) con Tween-20 (0.05%), dejándose agitar 

vigorosamente durante 2 minutos y t'espites reposar durante 2 hrs a 37'C. Se lavan 

nuevamente las placas con PISS, asegurándose al final que la placa quede 

completamente seca. Se agregan 501d del primer anticuerpo diluido en solucion 

bloqueadora en una proporción 1:100, después de esto se incuba a 37' C durante 

dos horas. 

Se agregan 50111 del segundo anticuerpo (IgG de carnero anti-IgNI de rata) 

después de haber repetido el paso de lavado. El segundo anticuerpo se 

(1:15000) en solución bloqueadora y se incuba a 37° C por dos horas. Para revelar, 



se laya la placa y se agregan 50111 de solución reveladora (A BTS 511ing en lml de 

agua desionizada con ácido cítrico al 0.1M y 1µI de H202). La placa se incuba a 

C por 10 minutos. Se lee con el espectrofotómetro a 540 ?i. con 600X de referencia. 

Histología: 

Con el fin de observar el lugar en donde se realizo la lesión se efectuaron las 

técnicas histológicas de Nissl y la de Colinesterasa modificadas de Pa xinos y 

Watson (1982) en cortes coronales de 4Omm del cerebro fijado con 

paraformaldehido al 4% en una solución amortiguadora de fosfatos (ph 7.4). Una 

vez montados y teñidos se observan al microscopio óptico y se eliminan aquellos 

animales en los que la lesión no se localizó en la región deseada. 

Es importante señalar que se realizaron 3 experimentos; el primero sirvió 

para ver el efecto de las lesiones de. corteza insular en la adquisición del CIS, el 

segundo se realizó para evaluar el efecto de las lesiones de corteza insular en la 

respuesta inmune normal y el último se efectuó con el fin de observar si las lesiones 

de corteza insular afectaban la inmunosupresión causada por la ciclofosfamida. 
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Pi Serie de Experimentos 

Efecto de la lesión de Corteza Insular en 
la Inintmosupresión Condiconada 

Evaluación por medio de Hemaglutinación directa 

Procedimiento: 
Para evaluar el efecto que las lesiones de CI tienen en el CIS se utilizaron 

cinco grupos, un grupo control intacto (CS n=8), uno lesionado en CI (CS-1.xCI 
n=10), otro con lesión en corteza parietal (CS-ExCP n=10), el cual se introdujo para 
observar la especificidad del efecto de la lesión con NMDA en la CI, como un 
control cortical, además de que esta región cortica! esta involucrada en otros tipos 
de aprendizaje. Se utilizó además un grupo con lesión fantasma en la CI 
al cual solo se le inyectó la solución amortiguadora de fosfatos (0,1M, oil 7.4) en 
lugar de la solución con NMDA. Finalmente se presenta también un control del 
condicionamiento que es utilizado frecuentemente en los experimentos de CIS 
(Ader y Cohen, 1982; O'Reilly y Exon, 1986), el cual es un control intacto al que se le 
da el apareamiento de SAC y ciclofosfamida sin reexponerlo a la SAC (CSo), con el 
cual se puede aislar el efecto condicionado y hacer evidente que la 
innumosupresión condicionada es causada exclusivamente, corno efecto de la 
reexposición a la sacarina y no como efecto a largo plazo de la ciclofosfamida. En el 
día 0 (Ver Cuadro 1 para aclarar los tiempos del protocolo experimental) se 
tomaron muestras de sangre de todos los animales, aproximadamente L5 ml por 
animal, las cuales servirían como línea base de los anticuerpos para eritrocitos de 
carnero, esperando títulos cercanos a 0, debido a que los animales no habían sido 
expuestos antes al antígeno. Tres días después los grupos CS-LXCI, CS-LxCP y CS-
ShCI fueron operados, provocando lesiones químicas a los primeros dos grupos, 
mientras el tercero fué operado en las mismas condiciones que los otros dos, 
inyectando el vehículo en lugar de la solución con NMDA, con el fin de observar si 
el efecto de la lesión era causado exclusivamente por el NMDA. El día 12 a las 9:00 
am se le quitó el agua a todos los animales y al día siguiente se comenzó a tornar el 
consumo de línea base. El día 16 a todos los grupos se les dió la adquisición del CIS, 
es decir el apareamiento de sacarina y ciclofosfamida. Se esperó 15 días para que 
pasara el efecto inmunosupresor de la ciclofosfatnida, de tal manera que el día 31 se 
volvió a privar a los animales de agua reexponiéndolos a la SAC el día 35, excepto 
al grupo CSo, al cual se le presentó agua destilada en lugar de sacarina. En éste 
mismo día se inmunizó a todos los animales a las 8:30 am, es decir 30 min antes de 
la reexposición a la SAC, Así, los días 39 (mA), 43 (mB) y 47 (mC) se tomaron las 
muestras de sangre. 



Cuadro 1. Protor .r)/(1 experntrenial 	hrs tres experrmenros. nam,inurstra Je ¡mea 	gr,r,.41? 
miregnr 	inri:, ItIlletirta (7: 1,1,  h'Sliill: 	 CYr IC10/01,rilitliiili: 1 nmirt:3,:,f ou 

erirrojiros Jr  rarrrenr,  ci signo 	riptesentri 4'1 dlnrrrdnurnta, utientras el 	uulüd ,pre 	rz,r 
proceirturrento el rturirrio día. El prourr utrlica la lildiCaril511111'1 ihrralllle1110. 

alas 
Experimento! 0 	3 	12 	16 20 35 	39 43 47 

WOM1.1101..11310.1,11MIWOde.aesy......W.1.4.11....1.11111.961.W.011,10,01.0MMMOMMte..• 

Tratamiento mili t x Sac+Cy 1 	Sac mA mll mC 

CS O O .0 	0 0 	0 	0 
CSo 0 O O 0 	0 	O 

CS-IACI O u O O 	0 O 	e O 
CS-LACE O O O 49 	O O 	O 	re 
CS-ShCI tD O e O 	0 e 	e 

Experimento 2 
MIffillarb....1110•61,1•1••••••••••••=a. 

'Tratamiento m1.13 I.1 Sac+Sal I - Sac mA 	nr13 inC 

Clrl O O 	O O O O 
1,‘C! O O O 	0 0 	0 0 

Experimento 3 
11.1111WWWWWIMIWZOK..1,12C0.41..19.1...0.3M*4.0.44.11.11,411....1111.... 

Tratamiento ml.11 I.x 1 Cy mA mil 

cut 	0 	e e O 
LxCI 	O 	O O O e e 

Resultados: 

Se observó que en la muestra basal de suero, todos los grupos presentaron 

títulos bajos de anticuerpos contra eritrocitos de carnero con medias cercanas a O, lo 

que implica la ausencia, o la existencia de muy baja cantidad de anticuerpos que 

cruzan con los antígenos del eritrocito de carnero en los animales no inmunizados. 

Para el análisis de datos de los títulos, se utilizaron pruebas no paramétricas, en 

virtud de que los títulos están expresados en una escala ordinal. Para ver las 

diferencias entre los grupos se utilizó la prueba de Kruskall-Wallis y para las 

comparaciones entre grupos la U-de Mann-Witbney. En la Figura la y* lb se 

muestran los resultados de las hemaglutinaciones de los días O (m1,13), 39 (mA), 43 

(m13) y 47 (mC), en donde se observa que los grupos CS, CS-LxCP y el CS -SKI 

presentan títulos de anticuerpos muy bajos en todas las muestras, lo que se debe al 

efecto del CIS. El grupo CS-LxCI mostró significativamente mayor cantidad de 

anticuerpos al ser comparado con los grupos CS , CS-LxCP y CS-SKI en las dos 
primeras pruebas mA y 0113 (p<0.01 y P<0.05 respectivamente). Sin embargo, en la 

última muestra las diferencias no fueron significativas, con una P.0.08. El grupo 

CSo presentó títulos de anticuerpos significatiVamente mayores comparado a los 

grupos CS, CS-LxCP y CS-ShCI durante las tres muestras (mA P<0.01, inB P4.05. y 

mC P<0.05), lo cual demuestra que la inmunosupresión observada en los otros tres 
grupos es exclusivamente causada por el condicionamiento. Cabe por último 
mencionar que en ninguna de las tres muestras se obtuvieron diferencias entre los 
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grupos CS, CS-l. \CP y CS-ShCI, lo cual implica en que las lesiones de la corteza 

parietal no tuvieron ningún efecto en la adquisición del CIS y que el efecto es 

causado exclusivamente por las lesiones inducidas por el NMDA en la Cl. 

Figura 1. Se muestra el efecto de las lesiones de Cl en la adquisición del C1S y CAS. En la Fig la se presentan 
los títulos de anticuerpos para eritrocitos de carnero (eje Y) durante las muestras <eje X / de linea frase y la 
nuestra A (4 tilas después de la Miman:ación). En la figura lb se presentan los títulos de anticuerpos lie la 
nuestras 8 (8 días) y C (72 día), En la Fig le se representan los res: Afilas del consumo de saearina con 
respecto a la linea base en los tres diferentes grupos (el consumo basa! de agua de los últimos dos días 
representa el 100%0. En ambas gráficas los asteriscos implican diferencias significativas (poli >comparando 
Contra los controles (CS). El m'urna() no se presenta en la figura le debido a que no ,fué n'expuesto a la 
sacarina. 

Para evaluar el CAS se tomó el porcentaje de consumo de sacarina con 

respecto al promedio de los últimos dos días de línea base (consumo de sacarina /el 

consumo promedio de 2 días de línea base x 100), De tal manera que los datos 



cercanos al 100% implican una preferencia, mientras que la aversión estará 

expresada por valores que sean cercanos al 50%. Análisis de varianza de una vía, 

mostró que en el porcentaje del consumo de sacarina de el día 35 hubo diferencias 
significativas entre los grupos controles y el CS-1..xCl (E5,48.= 79.4; p<0.001). En la 

figura lc se puede apreciar que los animales de los grupos CS, C3-51-10 y CS-I.xCP 
presentaron una marcada aversión a la sacarina, lo que indicó la presencia de un 

CAS en estos animales. El análisis post-hoc de los datos del consumo mostró que el 

grupo CS-Lx0 presentó una significativa disminución en la aversión a la sacarina 

al ser comparado con los grupos CS, CS-Shel y CS-1,xCP (p's <0,01). 



Efecto de la lesión de Corteza Insular 
en la Respuesta Inmune Normal 

Procedimiento 
Con el propósito de evaluar el efecto que laS lesiones de Cl tienen en la 

respuesta inmunológica normal, esto es, sin ningún tipo de condicionamiento, se 
efectuó el siguiente experimento. Se utilizaron dos grupos de animales: un grupo 
control intacto (Ctrl n=8) y otro grupo lesionado en la Cl (LxCI n=8). En el día O del 
protocolo experimental (ver Cuadro 1) se tomaron muestras de sangre de linea 
base, en el día 3 los animales del grupo LxCI recibieron la lesión en la CI y 9 días 
depués a ambos grupos se les privó de agua desde las 9:00 am para que al siguiente 
día se tomara la línea base del consumo de agua. El día 16 se les presentó sacarina 
seguida inmediatamente después por una inyección ip de solución salina isotónica 
(0.15M, pH 7.4). El día 31 se privó de agua nuevamente a los animales para que el 
día 35 fuesen inmunizados (8:30 am) y 30 min después reexpuestos a la sacarina. 
Los días 39, 43 y 47 (mA, niB y mC respectivamente) se tomaron las muestras de 
sangre. Cabe señalar que el protocolo de este experimento (ver Cuadro 1) es 
exactamente igual que el del anterior, con la salvedad de que estos animales no 
recibieron la inyección de ciclofosfamida y en lugar de ello solo se les inyectó salina. 

Resultados: 
En la Figura 2 se puede apreciar que en este experimento se observan títulos 

cercanos a O en las muestras de línea base para ambos grupos (m1,13). Se demuestra 
también que la lesión de CI no afecta la respuesta inmune primaria de la rata, 
puesto que los títulos de anticuerpos en los dos grupos fueron muy similares, sin 
observarse diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las tres 
muestras. Es importante aclarar que la respuesta inmune de las ratas intactas 
representa la respuesta inmune normal en este procedimiento de inmunización, con 
lo cual se tiene un dato de la respuesta inmune que puede ser comparado con los 
grupos que fueron expuestos al condicionamiento, pero que por el momento indica 
claramente que las ratas con lesiones en CI responden normalmente ante un.reto 
antigénico. Los datos referentes al consumo de sacarina mostraron una clara 
preferencia por el sabor en la reexposición del día 35 para ambos grupos (Ctrl x= 
121 ±5 ; LxCI x=117±6), lo cual pone de manifiesto otra vez, que las lesiones de Cl 
no afectan la discriminación de los sabores ya que las ratas con lesión química de 
esta región presentan preferencia al sabor al igual que los controles intactos. 
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Figura 2 . Resultados del segundo experimento. En la fig 2a y 2b st,  muestra el 1:Treta de la lesión cíe Cien la 
respuesta ituntote normal de la rata. Titidos de anticuerpos (ele Y) para eritrocitos de carnero durante las 
muestras (el Y) de LB, muestra A (Fig 2n), 13 y C (Fig.  21). En la jig 2c se presenta el consumo de sacarina 
del dio 35, segunda exposición al estímulo gustativo. 



Efecto de la lesión de Corteza insular 

en la Ininunosupresión Causada por Ciclofostain ida 

Procedimiento: 

Este experimento se realizó para determinar los efectos que las lesiones (le la 

CI tienen sobre la inmunosupresión causada por la ciclotostamida, para ello 

utilizamos un grupo control (Ctrl n--.8) y un lesionado en CI (LxCI nr,8). En el día O 

del protocolo experimental se tomaron muestras de sangre de los animales, 

efectuándose las lesiones en el grupo LxCI el día 3. Ambos grupos se inmunizaron 

en el día 12 a las 8:30 am y 30 min después se les inyectó 50mg/ kg de 

ciclofosfamida, se tomaron las Muestras de sangre a los 4 y 8 días después de la 

inmunización, es decir los días 16 y 20 del protocolo, durante los cuales el efecto 

inmunosupresor de la ciclosfosfamida aún esta presente. 

Resultados: 

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

muestra que también hubo títulos muy bajos de anticuerpos en la muestra de línea 

base para ambos grupos (mLB). Las lesiones de CI no causan ningún efecto en la 

inmunosupresión causada por la cilcofosfamida, ya que los títulos de anticuerpos 

en las muestras de los días 16 y 20 se mantuvieron muy bajos sin observarse 

diferencias significativas entre los grupos (ver Figura 3). 
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diferente a la presentada 01 las figuro 1 y 2. 
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Ap= Bregma -0.3 mm 

Ap= Bregma +0.7 mm 

Ap= Bregma 

Resultados 1fisiológicos: 

Al observar los resultados histológicos se encontró que la mavor de .os 

animales fueron lesionados correctamente, sin embargo algunos presentaron 

lesioiles solamente unilaterales o bien más mediales oventrales ala región olletivo. 

De esta manera se eliminaron los animales con lesiones inadecuadas, de los análisis 

antes presentados, obteniéndose las Ns señaladas en las secciones correspondientes 

al procedimiento de cada experimento. 

figura 4. Representación esquemática de los cortes histtdógnos en donde las regiones punteadas marean el 
Aren de la lesión mris granule y las obscuras la lesión más pouena, se esquematiza del lado izquierdo la lesión de 

Clla 	u del lado derecho la de corteza parietal. 



1a Serie de Experimentos 

Efecto de la lesión de Corteza Insular en 

la inimmusupresión Condiconada 

Evaluación por ELISA 

Para evaluar más detalladamente y para corroborar nuestros resultados, 

utilizamos la técnica de ELISA para medir la producción de IgM anti-ovalburnina 

(OVA) en animales condicionados. 46 ratas experimentalmente ingenuas fueron 

separadas y agrupadas en las mismas condiciones que en la primer serie de 

experimentos, todas las otras condiciones experimentales se mantuvieron idénticas 

a las de los anteriores (ver Cuadro 1). 

Las condiciones de inmunización y titulación de anticuerpos se describen en 

detalle en la metodología general del trabajo. 

Rersultados 

Se puede observar en la figura 5, la producción de IgM anti-ovalbúmina en la 

muestra basal de sangre y en las tres muestras tomadas después de la 

inmunización. El anáLsis estadístico a través de ANOVA, mostró diferencias 

significativas entre grupos (F(4, 38) = 44.87 p < 0.001), indicando un efecto 

significativo del tratamiento, El análisis también arrojó diferencias estadísticas entre 

las diferentes muestras (F(3,114) = 81.813 p <0.001), con interacción entre 

tratamiento y días (F(12,114) = 17,45 p <0.001). En la muestra de línea base no se 

observaron diferencias estadísticas entre los grupos. Las diferencias entre grupos se 

presentaron en las muestras tomadas después•de la inmunización; mA (F (4,38) 

=31.72 p < 0.001), mB (F (4,38) = 54.143 p < 0.001) and mC (F (4,38) 7.204 p < 

0.001). El análisis post hoc de Sheffe mostró diferencias entre los grupos CSo y CS 

en las mustras A, 11 y C (p's <0.01), indicando que la baja producción de IgM en los 

grupos CS, LxCP y ShCI es un efecto de la reexposición al estímulo condicionado. 

los animales condicionados con lesión en corteza insular mostraron diferencias 

estadísticas al compararse con los grupos CS, ShCI y ExCP en las muestras A (p's 

<0.01), II (p's <0.01) y C (solo LxCI vs CS p <0.01). 
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La aversión condicionada al sabor se presentó en los animales de los grupos 

LxCP, ShCI y CS, y fue afectada notablemente en los animales del grupo LxCI como 

se esperaba (Porcentaje de consumo de sacarina: CS Media=9.93 EEM=).87; LxCI 

Media=114.17, EEM 8.57; LxCP Media=13.78, EEM=3.27; ShCI Media=17.15, 

EEM=3.78). Debe anotarse que los animales consumen aproximademte entre 12 y 19 

ml de agua en cada sesión de 10-min y que no se observan diferencias en el 

consumo entre los diferentes grupos. Además, el consumo de sacarina durante la 

adquisición no es diferente entre los animales lesionados y no lesionados, aunque 

con un pequeáo pero no significativo incremento en los animales con lesión en la 

corteza mutar. 

En este experimento también se evaluó el efecto de la lesión en corteza 

insular en la producción normal de IgM (usando el mismo procedimiento descrito 

en la Cuadro 1) con 12 ratas Wistar Macho (Ctrl, n=6; LxCI, n=6), Los resultados 

mostraron que las lesiones de corteza insular no afectan la producción normal de 

IgM anti-OVA, como se observa en la figura 6. No se presentaron diferencias 

estadísticas entre los grupos en ninguna de las muestras. Sin embargo claramente la 

producción de IgM en estos grupos es mayor que la observada en los grupos 

condicionados, probablemente debido al uso de la ciclofosfamida en estos animales. 

Este efecto también se observó en la primera serie de experimentos (Ver Figuras 1 y 

2). 
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Trabajo 01 

DISCUSION 

El resultado principal de estos experimentos fue que las hisiones inducidas 
por NMDA en la CI pero no la corteza parietal, interrumpen la adquisición de la 

inmunosupresión condicionada. Consecuentemente, en el primer experimentó 

vimos que los animales con lesiones CI condicionados,mo mostraron el efecto el 

condicionamiento inmunosupresor como se indica con los títulos de menor 

hemaglutinación a SI2I3C, Un resultado similar se repitió en el segundo 

experimento utilizando un antígeno diferente y una metodología más precisa para 

detectar los anticuerpos. Asimismo, la respuesta inmune humoral normal no se ve 

afectada por las lesiones CI determinadas por la hemoglutinación y en la 

producción de IgM medida por ELISA. Además, la acción hummosupresora de la 

ciclofosfamida no se ve afectada por las lesiones Cl. Dicho efecto parece ser 

exclusivo para las lesiones CI, ya que las lesiones sham PC e CI no afectaron la 

inmunosupresión condicionada. El descubrimiento que los animales con lesiones 

del CI no adquieren la inmunosupresión condicionada ni el condicionimiento 

aversivo al sabor (aunque las lesiones CI no afecten la discriminación del sabor) 

parece indicar que la CI participa en la regulación del mecanismo asociativo del 

condicionamiento inmunosupresor, como se ha propuesto en el condicionamiento 

aversivo al sabor (García et al.,1985). 

El condicionamiento de la respuesta inmune sugiere que el CNS debe recibir 

información sobre los cambios que ocurren en el estado inmune, y también que el 

sistema nervioso es capaz de ajustar la respuesta inmune. Se ha notado que la 

amígdala (así como otras áreas del cerebro) responde a cambios inmunes, y que 

puede tener un papel importante en modular la respuesta inmune (Galkina, 

Al'perina, Podgornaia & Devoino, 1990; Masek, Pterovicky & Seifert, 1992; 

Cunningham & Souza, 1993; Nistico, Caroleo, Arbitrio & Pulvirenti, 1994). La CI 

tiene relaciones anatómicas con estructuras límbicas, sobre todo con la amígdala 

(van der Kooy et al, 1984), la cual tiene proyecciones bidireccionaleS con la' CI, 

observada anatómica y electrofisiológicamente (Lasiter, 1982; Pascoe & Kapp, 

1987). Por lo tanto, es posible que la amígdala sea la puerta de entrada para la 

información inmune que la CI requiere para desarrollar el CIS. En experimentos 

para evaluar los efectos de las lesiones excitotóxicas de la amígdala y la CI sobre la 

adquisición del aprendizaje visceral, como el condicionamiento aversivo al sabor, 

se ha observado que las lesiones de la CI, pero no de la amígdala, interrumpen la 

adquisición del condicionamiento visceral (Bermúdez-Rattoni & McGaugh, 1991; 

Duna & Everitt, 1988). No obstante, no queda claro el papel de la amígdala en la 
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inmunosnresion condicionada. v existen experimentos actuales pira tratar 
dSlinto. 

Se desconoce el sistema elector por medio del cual la CI podría modular 

respuestas inmunes; sin embargo, es posible que otorgue un poco de luz el estudio 

de la modulación inmune ejercido por el sistema nervioso autónomo. La CI eta 

conectada directa y bidireccionalmente con el núcleo del tracto solitario (Cechettu  

& Chen, 1990; Norgren, 1978); dicho núcleo es la purta de entrada de toda la 

información visceral y es un modulador crucial del sistema nervioso autónomo. FI 

sistema nervioso autónomo es un camino importante por el cual el CNS modula las 

respuestas inmunes, va que existe tina inervación simpática directa del tejido 

linfoide (Pallen, Felten, Carlson, Olschowka Sr Livnat, 1985; Reder, Karaszewsk 

Arnason, 1989; Heilig, lrwin, Grewal & Sercarz, 1993). Estas relaciones anatómicas 

de la CI y su papel en el aprendizaje y la memoria de tareas motivadas 

aversivamente (Bermúdez-RatIoni el al, 1991; Bermúdez-Rattoni & Mi:Gaugli, 	1 I 

hacen de esta estructura un buen candidato para el control de los mecanismos 

murales fundamentales de la asociación entre el estímulo gustativo y el efecto 

innumosupresor de la ciclofosfamida. 

Existen evidencias para sugerir que la neocorteza puede participar en la 

modulación de la inmunidad (Neveu, 1992; Watkins, 1994). Se ha reportado que las 

grandes lesiones neocorticales unilaterales del lóbulo frontoparietooccipital afectan 

varios parámetros de la respuesta inmune en sí de forma asimétrica (Neveu, 1988; 

Betancur, Neveu, Vitiello Sz Le Moal, 1991), Según nuestros resultados, las lesiones 
en la CI afectan la respuesta inmunosupresora en los animales condicionados, 

dejando sin cambio la respuesta humoral inmunológica no condicionada normal. 

Las lesiones realizadas en el trabajo de Neveu y colegas no incluyen la CI; por eso 

puede ser que dichos datos no se puedan generalizar a la CI, pero es importante 

analizar más el efecto de la CI en otros parámetros de la respuesta inmune normal 

y condicionada. No obstante, esto sugiere que en realidad la neocorteza puede ser 

un modulador importante del sistema inmune, Sin embargo, todavía hay que 

averiguar el papel preciso de la CI en la inmunosupresión condicionada. Sobre 

todo hay que investigar la naturaleza del estímulo no condicionado a fin de 

entender cómo responde el cerebro y cómo puede darse el mecanismo asociativo. 

En conclusión, los resultados de los presentes experimentos indican que las 

lesiones NMDA de la CI interrumpen severamente la adquisición del CIS, lo cual 

sugiere que la integridad funcional de la CI es necesaria para la integración neural 

de los estímulos involucrados en el condicionamiento inniunosupresor. 
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Efecto de las lesiones de Corteza Insular y Amígdala en la 

Adquisición y Evocación del. Condicionamiento I nmunosupresor 

Con los trabajos previamente presentados, hemos podido demostrar (pi.' las 

lesiones excitotóxicas de la corteza insular impiden la adquisición del 

condicionamiento inmunosupresor, pero no afectan la respuesta inmune normal ni 

la inmunosupresión causada por la ciclotosfamida. El efecto disruptor se pudo 

evidenciar evaluando a animales inmunizados con eritrocitos de carnero y 

titulando los anticuerpos con hemaglutinación directa, al igual que en los trabajos 

originales de Ader y Cohen (1985). Así también, animales inmunizados con 

ovalbumina v evaluados mediante la titulación con una técnica de ELISA, nos 

permitieron replicar los resultados antes meniconados. 

La única manera en que podemos evaluar un aprendizaje es por la expresión 

de la conducta que este ha modificado. Sin embargo, en psicología se han generado 

conceptos tales como adquisición, consolidación, almacenamiento y evocación, los 

cuales se refieren a partes de un continuo proceso de aprendizaje y memoria. En las 

neurociencias se pueden utilizar diferentes estrategias para disecar las diversas 

facetas de este fenómeno, una de ellas es con la modificación de los parámetros 

temporales en los que se efectua la manipulación del sistema nervioso para 
observar un efecto en la expresión de la conducta modificada por el aprendizaje. 

En el caso del CAS se ha visto que las lesiones de corteza insular efectuadas 

antes del ensayo de adquisición de la tarea, afectan la aversión condicionada. De la 

misma manera, al efectuar las lesiones después del ensayo de adquisición se 

observar que los animales no presentan el condicionamiento. Esto implica que la 

corteza es necesaria aún después de que el aprendizaje se ha dado y sugiere su 

participación en un proceso asociado a la evocación del aprendizaje. 

Si bien los datos que hemos obtenido hasta ahora indican que la corteza 

insular participa en la adquisición del condicionamiento inmunosupresor, el papel 

que juega durante la expresión del condicionamiento se desconoce. Por lo tanto, es 

de nuestro interés evaluar el efecto de lesiones en corteza insular efectuadas 

después de la adquisición del condicionamiento inmunosupresor en la expresión 

del mismo. Con esto ampliaremos nuestros datos acerca de la participación de la 

corteza insular en la modulación de la inmunosupresión condicionada. 

4 



Para continuar analizando los aspectos anatómicos de la regulación del 

condicionamiento inmunosupresor, hemos de estudiar el papel que juegan otras 

estructuras nerviosas en este paradigma de modulación imunologica. Es por eso 

que decidimos estudiar el papel de otra estructura relacionada a la cortezi insular y 
escogimos a la amígdala, debido a que esta estructura nerviosa presenta conexiones 

bidireccionales con la corteza insular (Lasiter, 1982) y se ha implicado también en 

diferentes fenómenos de aprendizaje, prinipalmente. los que son motivados 
aversivamente (McGaugh, Cahill, Parent, Mesches, COleman-Mesches, & Salinas, 
1995). 

La amígdala es una estructura considerada como parte del sistema límbico y 

la cual juega un papel escencial en muchos aspectos del procesamiento de 

información emocional. El papel de la amígdala en la regulación de las emociones 

ha sido ampliamente estudiado, sin embargo en las últimas décadas se ha 

encontrado que esta estrutura es de gran importancia para los procesos de 

aprendizaje y la memoria, siendo ahora este problema el que más atención ha 

recibido. La evidencia que soporta este planteamiento, ha surgido de estudios en 

los que lesiones de la amígdala afectan diversos aspectos del aprendizaje y la 
memoria en animales y pacientes humanos (Sarter & Markowitsch, 1985). Existen 

también datos que aseguran que la amígdala es de especial importancia en la 

mediación de la memoria influida afectivamente (McGaugh, 1992). La evidencia de 

que lesiones de la amígdala afecta el aprendizaje y la memoria en animales 

entrenados en aprendizajes motivados tanto apetitiva como aversivamente, sugiere 

que la amígdala puede servir como vínculo entre los estímulos y sus consecuencias 

(Gaffan, 1992), y/o que la amígdala puede ser un sitio en donde suceden los 
cambios neurales que subyacen la memoria afectiva, 

El papel de la amígadala en la regulación del condicionamiento aversivo a 

los sabores es un tema de controversia. Algunos autores han obtenido datos que 

sugieren la particiación de esta estructura en la modulación de la aversión 

condicionada a los sabores (Lasiter & Glanzman, 1985). El grupo de Bures (Gallo, 
Roldan, & Bures, 1992) ha encontrado que la aplicación de tetrodotoxina (TTX) 

durante la adquisición del condicionamiento, produce un déficit importante en la 

expresión de éste, lo cual no sucede si se aplica la 11'X antes de la adquisición. 

Otros grupos han encontrado que las lesiones con excitotoxinas, ya se NMDA o 

Kainato, no impiden la adquisición del CAS (Bermúdez-Rattoni & McGaugh, 1991; 

Dunn & Everit, 1988), sin embargo, está bien establecido que las lesiones de 

amígdala afectan la potenciación al olor (Fenández-Ruiz, Miranda, Bermúdez-

Rattoni, & Drucker-Colín, 1993), el cual es un aprendizaje que consiste en la 
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asociación de un olor v un sabor, subsecuentemente estos estímulos son apareados 
con LiCI, y se induce una aversión tanto al olor como al sabor. 

Si bien la importancia de la amígdala radica principalmente en su papel en el 
aprendizaje y la memoria, datos recientes han apuntado que la amígdala puede ser 
una región que participa en los sistemas de interacción neuroinmune. 

Se ha observado qe la amígdala cambia su actividad eléctrica durante 

condiciones de reto antigénico y con el uso de itunnosupresores (Masek et al., 1992), 

también se ha observado que los cambios en el status inmunológico produce 

cambios en las concentraciones de metabolitos de catecolaminas (Galkina et 

1990), lo cual sugiere que tanto su actividad eléctrica como metabólica se ve 
afectada en situaciones de reto inmunológico. En esta región, se expresan receptores 
para interleucinas, particularmente 11.-1 (Cunningham & Souza, 1993). Así mismo, 
se ha sugerido que la amígdala regula procesos asociados a los efectos de la 
hormona liberadora de corticotropina sobre la actividad inmunitaria (Hauger, 
Irwin, Lorang, Aguilera, & Brown, 1993). 

De esta manera, la pregunta que se ha planteado es si en la corteza insular se 
llevaban a cabo tanto la integración de los estímulos durante la adquisición como el 
reconocimiento del estímulo condicionado para evocar el efecto inmunosupresor 
producto del condicionamiento, además, los antecedentes que señalan a la 
amígdala como una importante estructura en la interacción neuroinmune y por 
que esta esta cercanamente relacionada a la corteza insular, permiten plantearnos la 
pregunta acerca del efecto que lesiones de amígdala tienen en el condicionamiento 
inmunosupresor. Es así que el siguiente trabajo tiene por objetivo estudiar el efecto 
de lesiones de corteza insular y amígdala efectuadas antes y después del 
entrenamiento sobre la adquisición y expresión del condiciona miento 
inmunosupresor. 

Hipótesis 

Dados los experimentos previos con lesiones de corteza insular en el 

condicionamiento de la respuesta inmune y antecedentes en los que se ha 
observado que las lesiones de corteza insular afectan la evocación del CAS, 

esperamos que las lesiones de esta estructura impidan tanto la adquisición como 

expresión del condicionarniento. De esta manera se podría pensar que la corteza 

insular participa también en los sistemas efectores de la respuesta inmune 

condicionada. 
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En el caso de las lesiones de amígdala, el panora ma  no  es  tan claro. s i n  

embargo el hecho de que esta estructura responda ante cambios en i„,1 status 

inmunologico y de que exprese receptores para interleucinas hace pensar i.nie 
menos puede participar en la adquisición del condicionamiento inmune. 

Método 

Los sujetos, técnicas y procedimientos de condicionamiento fueron los 
mismos que se utilizaron en el trabajo 1#1, con la' particularidad de que en este 
trabajo solo se utilizó la técnica de ELISA para medir la producción de anticuerpos. 
Cabe señalar que las coordenadas utilizadas para la lesión de la amígdala fueron las 

siguientes: Al)  -2.2. 11:4.5 y DV -8.0. 

Procedimiento 
Se separaron los animales en animales condicionados y animales mi 

condicionados. Los animales condicionados presentan dos grupos de animales sin 
manipulación quirtírgica (Controles), orto de controles condicionados ((:S n=g), a 
los cuales se les dió la adquisición del condicionamiento y se reexpuso al sabor de 

la sacarina; un grupo condicionado no reexpuesto (CSo n=10), al cual se le dió el 

apareamiento de los estímulos pero no fué reexpuesto a la sacarina, el cual es un 
control generalmente usado en experimentos en donde se pretende demostrar la 
presencia de un condicionamiento inmune, Los grupos experimentales en los 
animales condicionados se dividen en dos grupos (Ver Cuadro 2), uno con lesiones 

previas al entrenamiento (Adquisición) y otro con lesiones posteriores al 

entrenamiento (Evocación), cada uno contiene animales con lesión en corteza insular 
(LxCI, adq n=8; evoc n=6), animales con lesión en amígdala (LxAm, adq n=8; evoc 
n=8) y sus respectivos controles con lesión fantasma (ShC1, adq n=9; evoc 0=7 y 

ShAm, adq n=6; evoc n=4), los cuales reciben una inyección bilateral de 
amortiguador fosfato al 0.1M el cual es el vehículo en el que se diluye el NMDA. 

En el caso de los animales no condicionados (Controles de la respuesta 
inmune), estos tienen tres grupos, un control intacto (Ctrl, n=8), uno de.lesion en 
corteza insular (Ctri-LxCI, n=8) y otro de lesionados en amígdala (Ctrl-LxAm, n=8). 
Estos grupos se hicieron con el afán de determinar si las lesiones de amígdala o 
corteza insular afectaban la respuesta inmune normal. 
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Resultados 

En el condicionamiento aversivo a los sabores, se puede observar (Fig 1) 

como,los animales con lesiones de corteza insular consumen más sacarina que los 

animales controles y los animales con lesión fantasma, esto se observa tanto en 

animales con lesión previa a la adquisición (F 4,35 .21.49 p<0,01) como en animles 

con la lesión efectuada posterior al entrenamiento (F 4,29 .19.35 p<0.01). De esta 

panera los animales con lesión en corteza insular presentan un consumo de 

sacarina significativamente diferente de los controles (Adq p<0.01 y Evoc P<0.01) 

sus respectivos sham (Adq p<0.01 y Evoc P<0.01). No existen diferencias 

estadísticas entre los animales lesionados antes del entrenamiento y los animales 

lesionados después, a pesar de que se observa un menor consumo de sacarina en 

los segundos, esto no representa aversión. 

En el caso de los animales con lesión en la amígdala, estos presentan un 

consumo proniedio de sacarina por debajo del 50% de su consumo basal de agua, al 

igual que sus respectivos sharn. No existen diferencias estadísticas entro los 

animales con lesión en amígdala y los controles condicionados. 
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Los resultados de las ELISAs, indican que los anima les controles 

condicionados presentan un decremento en la producción de anticuerpos 

significativamente menor que los controles no condicionados. Así mismo se pueden 

observar diferencias estdísticas entre los animales de grupo CS y el grupo CSo, lo 

cual implica que el decremento en la producción de anticuerpos se debe a la 

reexposición a la sacarina una vez apareada 	cidofosfamida. 

Los animales no condicionados con lesiones de amígdala y corteza insular 

presentan un nivel de producción de anticuerpos semejante al grupo control no 

condicionado. Entre estos grupos no se presentan diferencias estadísticamente 

significativas, sin embargo si se presentan diferencias estadísticas con el ANOVA 

de repetidas medidas (F 3,6 =88.03 p<0.01) sin presentarse interacción (ver Figura 
2). 
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En 	el ‘,.!,rupo de animales condicionados, se obser \ a un t. 

t?Stai.liStlealnentO Significa two del tratamiento (lo que unrilica íliterencias eme,- 

rupos) sobre la producción de lgN1, durante las muestras de los dial 1, 	tanto 

en lesi ones etectuact as antes (Adquisición: mA E 5,44 -.t., 24,27 ftít0.01; 	1.1 1 •:;,4 

49.87 p<0.01; niC E 5,41 	11.1)2 p<0.01) cuino después del entrenamiento 

(Evocación: mA E 5,38 íír 36.65 p<0.01; 	E 5,38 tí, 	p<0.0 ; inC E 5,3(1 	t.7n 

p<0.011 

Con respecto a lesión de corteza insular efectuada en animales 

condicionados, se observa que estos presentan títulos de anticuerpos 

significativamente más altos que el grupo CS durante todas las muestras después 

de la inmunización, tanto en lesiones previas (Fig 3) como en las lesiones 

posteriores (Fig 4) a la adquisición (Adq: inA 1)4.01, mB p<0.01; mC 1)0.01; Evoc' 

mA p<0.01, tnl3 p<0.01; naC p<0.01), así mismo, estos grupos presentan diferencias 

estadísticas con respecto a los animales con lesión fantasma en corteza insular 1 Adq: 

mA p<0.01, m13 p<0.01; mC p<0.01; Evoc; mA p<0.01, m1.3 p<0.01; mC p<0.01L 
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Fig 3.- 	presentan los resultados de la ELISA para IgIsl de los animales condicionados y con l.,Oneí; 
efectuadas asiles de la adquisición del condiciona miento inmunosuincsor. Los asteriscos represcol , ... 
kerviiiiib con el control ICSIcon una P<0.01. 

Los animales con lesión de amígdala efectuada antes de la adquisición, 

presentan títulos de anticuerpos significativamente mayores que los animales del 

grupo CS (p<0.01) y que sus controles sham (p<0,01), vease la figura 3. Sin embargo 

la lesión de amígdala efectuada después del entrenamiento, no presenta diferencias 

estadísticamente significativa con ninguno de los controles (ver figura 4). 
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Trabajo ;; 2 

Discusión 

De acuerdo a los resultados obtenidos enel CAS, se observó claramente 

las lesiones de corteza insular afectan tanto la adquisición como la evocación ,ion 

condicionamiento por su parte las lesiones de amígdala no afectan de manera 

alguna este aprendizaje. Lo anterior replica resultados obtenidos previamente 

(Bermúdez-Rattoni & McGaugh, 1991; Bermúdez-Rattoni, Ormsbv, Fscob,n, 

Hernández-Echeagaray, 1995), con lo que se corrobora la participación de la ,:orkca 
insular en los procesos de adquisición y retención del la aversión condicionada al 

sabor. 

En el caso de la amígdala, las lesiones parecen no afe,:tar el 

condicionamiento, a pesar de que los animales con lesiones efectuadas antes de la 

adquisición presentan un consumo un poco mayor que los controles intactos, este 

resultado no es estadísticamente significativo. Lo anterior parece estar de acuerdo 

con algunos otros trabajos en los que se ha observado que las lesiones de amígdala 

no afectan al condicionamiento aversivo a los sabores (Bermúdez-Rattoni 

McGaugh, 1991; Dunn & Everit, 1988). 

En los trabajos efectuados por el grupo de Bures (Gallo et al., 1992) en donde 

encuentran efectos sobre el CAS con el bloqueo de la amígdala a través del uso de 

1TX, la inhibición de la región la hacen minutos después de la presentación de la 

sacarina y previo a la presentación de LiCl. Los autores discuten el hecho de que la 

inactivación de la amígdala produce un efecto sobre el CAS menos evidente que la 

inactivación de la corteza insular, sin embargo se plantea la controversia de si la 

amígdala participa o no en el CAS. De hecho para Yamamoto (Yamamoto, 1993), la 

amígdala es más importante en la adquisición del CAS que la propia corteza 

insular. 

Es probable que los efectos de las lesiones de la amígdala sobre el CAS sean 

dependientes del tiempo, por ejemplo, las lesiones efectuadas cerca del momento 

de la adquisición tienen efectos sobre el CAS debido a que se estan denervando las 

fibras amígdalo corticales que pueden causar una alteración en la corteza insular 

que esplique dicho efecto, mientras que cuando se efectua la lesión de la amígdala 

varios días antes o después de la adquisición, poden ocurrir mecanismos 

compensatorios que permiten restablecer la actividad normal de la corteza insular, 

lo cual da lugar a una adecuada adquisición e expresión de la tarea de aversión. 



Los datos obtenidos en la medición de anticuerpos, demuestran en primer 
lugar la presencia de un efecto inmunosupresor condicionado en v irtud de que lo,  
animales del grupo CS presentan diferencias estadísticas con los animales del grupo 
CSo. Este efecto condicionado no se presenta en animales con lesión en amígdala 
en corteza insular cuando esta ha sido efectuada antes de la adquisición del 
entrenamiento, ya que los títulos de anticuerpos en los animales de los grupos 
LxAm y LxCI, presentan diferencias estadísticas con el grupo CS, durante todas la 
muestras de sangre. En contraste, cuando la lesión es efectuada después del 
entrenamiento, solo lo animales con lesión en corteza insular presentan títulos de 
anticuerpos significativamente más altos que los animales del grupo CS durante 
todas las muestras, lo que implica que solo los animales con lesión insular pierden 
la expresión del condicionamiento inmunosupresor cuando la lesión es efectuada 
una vez dada la sesión de adquisición. 

Cabe señalar que el hecho de que ninguna de las lesiones haya tenido electo 

sobre la respuesta inmune normal, implica que los efectos observados en el 

condicionamietno se deben a efectos específicos sobre el sistema que controla este 
fenómeno. 

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

Con estos datos se refuerza la idea de que la corteza insular participa 
activamente en los mecanismos neurales relacionados con el control conductual de 
la respuesta inmune, permitiendo que el animal elabore un proceso asociativo tal 
que le permita adquirir un condicionamiento inmunosupresor, además se añade la 
idea de que la corteza insular este participando probablemente en los procesos 
neurales que permiten la expresión de este aprendizaje. 

En el caso de la amígdala, su participación se limita a los procesos asociativos 
que permiten que el animal adquiera un nuevo condicionamiento, pero después de 
que el animal ha aprendido la amígdala ya no es indispensable. 



Ustos datos difieren de los obtenidos ,.,!n el condicionan-n(1 ml 	ers i!  

sabores. En el caso del CAS, las lesiones de amígdala tio prollucen efecto 
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impiden su adquisición. Esto puede fortalecer en cierta forma la participación de la 
amígdala en el condicionamiento inmunosupresor, debido a que ésta estructura 
parece no interferir con aspectos de la representación sensorial de estímulos 
gustativos, lo cual sigue siendo asunto de controversia en el caso de la corteza 
insular. Sin embargo, dado que la participación de la amígdala se limita a la 
adquisición, y en vista de que se ha reportado que esta estructura puede resnoin,íer 
ante cambios en el estatus ininunológico, es posible que esté funcioildlld0 COM() una 
estructura sensorial cuyo papel .en el condicionamiento hunune es recibir la 
información acerca del estado del sistema inmunológico para poderla asociar coca el 
estimulo gustativo. 

De esta manera, en proximas investigaciones, sera importante esclarecer coi 
detalle el papel que juega la amígdala en el condicionamiento innumosupresor, 
buscando esclarecer si su papel es sensorial (recepción de la información 
ininunitaria) o bien, si es el sitio en donde se lleva a cabo la integración de los 
estímulos para permitir su asociación y así dar lugar al condicionamiento. 

En este sentido, es probable que la estructura mas importante para la 
integración de los estímulos sea la corteza insular, ya que para que se de la 
evocación del aprendizaje, el animal debe reconocer al estímulo condicionado 
asociado al estímulo incondicionado, lo que implica una integración de est(is. 
Probablemente el único papel sensorial que lleve a cabo la corteza insular, sea el de 
reconocer estímulos relacionados a otros o bien a una experiencia como lo es el caso 
del CAS. Si bién es cierto que la corteza insular tiene células que reciben aferencias 
guStatiVas, también recibe aferencias viscerales, lo cual hace posible pensar que se 
trata de una corteza capaz de integrar este tipo de estímulos. Otro argumento que 
sugiere que la corteza esta más involucrada en procesos asociativos que en 
procesoso sensoriales, es el hecho de que las lesiones de esta estrutura no afectan la 
discriminación de los sabores, pero si la ejecución en diversos aprendizajes como es 
el laberinto de agua y la prevención pasiva. 

La corteza insular podría ser la responsable de otorgar un componente 
hedóníco a los estímulos gustativos v probablemente a otros, para permitir tanto la 
asociación con otros estímulos para permitir el aprendizaje. En el caso de que 1,1 
corteza insular falte después de que ha sido adquirido el aprendizaje, al \ olver rc 



listos datos difieren de los obtenidos en el condicionanuemo averso o a tos 

sabores. En el caso del CAS, las lesiones de amígdala no producen e iecto alguno. 

mientras que en el condicionamiento inm unosupresor, las lesiones de muga ,ua 

impiden su adquisición. Esto puede fortalecer en cierta forma la participación de la 

amígdala en el condicionanuento innumosupresor, debido a que ésta estructura 

parece no interferir con aspectos de la representación sensorial de estímulos 

gustativos, lo cual sigue siendo asunto de controversia en el caso de la corteza 

insular. Sin embargo, dado que la participación de la amígdala se limita a la 

adquisición, y en vista de que se ha reportado que esta estructura puede respoibier 

ante cambios en el estatus itnunologico, es posible que esté funcionando como una 

estructura sensorial cuyo papel en el condiciona miento inmune es recibir la 

información acerca del estado del sistema inmunológico para poderla asociar con el 

estímulo gustativo. 

De esta manera, en próximas investigaciones, será importante esclarecer con 

detalle el papel que juega la amígdala en el condicionamiento inmunosupresor, 

buscando esclarecer si su papel es sensorial (recepción de la información 

inmunitaria) o bién, si es el sitio en donde se lleva a cabo la integración de los 

estímulos para permitir su asociación y así dar lugar al condicionamiento. 

En este sentido, es probable que la estructura más importante para la 

integración de los estímulos sea la corteza insular, ya que para que se de la 

evocación del aprendizaje, el animal debe reconocer al estímulo condicionado 

asociado al estímulo incondicionado, lo que implica una integración do estos. 

Probablemente el único papel sensorial que lleve a cabo la corteza insular, sea el de 

reconocer estímulos relacionados a otros o bien a una experiencia como lo es el caso 

del CAS. Si bién es cierto que la corteza insular tiene células que reciben aferencias 

guStativas, también recibe aferencias viscerales, lo cual hace posible pensar que se 

trata de una corteza capaz de integrar este tipo de estímulos. Otro argumento que 

sugiere que la corteza esta más involucrada en procesos asociativos que en 

procesoso sensoriales, es el hecho de que las lesiones de esta estrut tira no afectan la 

discriminación de los sabores, pero si la ejecución en diversos aprendizajes como es 

el laberinto de agua y la prevención pasiva. 

La corteza insular podría ser la responsable de otorgar un componente 

hedónico a los estímulos gustativos y probablemente a otros, para permitir tanto la 

asociación con otros estímulos para permitir el aprendizaje. En el caso de que la 

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



exponer al animal al estímulo, este no le otorgará el valor edonico apropiado para 

que se de la respuesta condicionada. 

De ésta manera se piensa que la corteza insular no esta funcionando como 

una región en donde se almacene la información gustativa, sino como una región 

que le da a los estímulos la característica edónica (negativa) que les permite formar 

parte de un condicionamiento. Congruente con esta idea, están datos obtenidos en 

el laboratorio, en donde se a observado que transplantes de corteza insular en un 

huesped cuya corteza insular se encuentra lesionada, permite que los animales 

evoquen un condicionamiento adquirido antes de la lesión (Bermúdez-Rattoni et 

al., 1995). Además se ha observado que las lesiones de corteza insular afectan 

aprendizajes motivados aversivamente pero no aprendizajes motivados con 

reforzamiento. 

En conclusión, los datos aqui presentados, muestran como lesiones de 

corteza insular y amígdala afectan la adquisición del condicionamiento 

inmunosupresor, mientras que solo las lesiones de corteza insular afectan los 

procesos de evocación que permiten la expresión del condicionamiento. Lo anterior 

reitera lo observado previamente, respecto a la paricipación de la corteza instilar en 

el condiconamiento inunosupresor, y va más alta, agregando el dato que sugiere la 

participación de la amígdala en la adquisición de este condicionamiento. Lo 

anterior implica que la mediación del condicionamiento inmunosupresor se da por 

la mediación de mecanismos centrales que podrán ser caracterizados con futuras 

investigaciones. 

5 -4 



Conclusiones Generales 

El conocimiento que tenemos ahora sobre las relaciones funcionales ent re cl 

sistema nervioso y el sistema inmune, nos permiten reconocer la existencia do 
sistemas de interacción cuya actividad permite la modulación funcional de ambos 
sistemas. Al reconocer esto, no resulta tan sorprendente el hecho de que la 
respuesta inmune pueda ser condicionada a través de un modelo de 
condicionamiento clásico. 

Sin embargo, cuando queremos explicar los mecanismo que intervienen en la 
generación de un condicionamiento clásico, tenernos que conocer, en primer lugar, 
la forma en como son procesados los estímulos involucrados en el 
condicionamiento, lo que implica conocer las vías de entrada de la información v 
las estructuras que la procesan, así mismo hemos de conocer el sistema involucrado 
en la integración de los estímulos que da lugar a la asociación y por ende al 
fenómeno de condicionamiento, finalmente sería necesario entender el sistema 
eferente que controla la respuesta de interés. 

En este sentido, al pensar en explicar los sistemas asociados al 
condicionamiento innumosupresor, podemos reconocer de inmediato la vía de 
acceso de la información gustativa al sistema nervioso central, la cual se constituye 
por un grupo de células receptoras, situadas en la lengua, que responden 
específicamente a diversos factores químicos. Las células gustativas estan inervadas 
por fibras aferentes de los pares craneales VII, IX y X, las cuales enviar sus fibras al 
NTS, y este haciendo relevo en los núcleos parabraquiales del puente envia sus 

fibras al tálamo ventromedial, de donde se manda información gustativa al giro 
postcentral en la corteza sensorial y a la corteza insular. 

Por su parte, el agente inmunosupresor produce efectos letales sobre las 
células de proliferación rápida, de tal forma que una gran cantidad de células 
linfoides mueren, pero el problema radica en como es que dicho evento se 

transforma en información que accesa al sistema nervioso en forma de estímulo o 
como es que este estímulo es procesado. Hasta el momento esto no lo podemos 
responder con exactitud y sólo se tienen algunos datos que sugieren la existencia de 
un sistema aferente de información inmune. Existen células nerviosas que expresan 
receptores para interleucinas, las cuales pueden ser liberadas en forma importante 
durante eventos de muerte celular en poblaciones de células linfoides, suponemos 
entonces que las estructuras nerviosas con receptores a interleucinas serían 



candidatos apropiados a llevar a cabo la f unción receptora ante el estimulo gil, 

traduciría el evento inmunosupresor en información inmune u til para el sisteina 

nervioso. Como se menciono en la introducción, una de las estruct tiras cite expresa 

receptores para interleucinas es la amígdala, la cual presenta conemones 

funcionales con la corteza insular. 

El hecho de que las lesiones de amígdala hayan causado un erecto en la 

adquisición del condicionamiento inmunsupresor, hace pensar que pudiera ser ésta 

una estructura importante para explicar la vía de entrada de información inmune 

Dado que las interleucinas presentan receptores en ésta y otras regiones do sistema 

nervioso, al ser liberadas como producto de la inmunosupresión, es posible que las 

interleucinas sean las señales que accesan al sistema nervioso formando así el 

estímulo incondicionado. Ahora que el problema del como se procesa dicha 

información puede ser dificil de resolver, pero pensamos que la amígdala podría 

ser el actor principal en este proceso. Existen datos acerca de los efectos de drogas 

inmunosupresoras y de procesos de reto inmunológico sobre la actividad 

metabólica y eléctrica de la amígdala (Galkina et al., 1990), lo que apoyan la idea de 
que la amígdala pudiera servir como una estrutura relacionada 'con el sistema de 

procesamiento de información acerca del status inmunológico que el cerebro 

requiere para dar lugar al condicionamiento inmunosupresor, lo cual explicarla el 

porque las lesiones de amígdala afectan la adquisición y no la evocación, va que la 

entrada de información del estimulo incondicionado no es necesaria para que se 

evoque la respuesta condicionada. 

Dado que la amígdala envía fibras a la corteza insular y en virtud de que se 

le atribuye a esta corteza un importante papel en el aprendizaje, es posible que sea 

en la corteza insular en donde se llevan a cabo los procesos de asociación para dar 

lugar al condicionamiento inmunosupre.sor. Esto es apoyado en parte por los datos 

obtenidos en los experimentos antes mencionados, en los cuales las lesiones de 

corteza insular afectan tanto la adquisición como la evocación del condicionamiento 

inmunsoupresor. 

Cabe aclarar que la función primordial de la corteza insular debe estar en los 
procesos de asociación más que en el procesamiento de la información gustativa. 

Datos como los de Kifer (Kiefer, 1985) en los que las lesiones de corteza instilar no 
afectan la discriminación de los sabores apuntan hacia esta idea, ademas, en el 

laboratorio se ha visto que el bloqueo colinérgico con el uso de anta-NGF, afecta la 

capacidad de adquirir un nuevo aprendizaje en las ratas pero no altera de forma 

alguna aprendizajes aprendidos previamente, lo cual implica que si bién las 



lesiones de corteza insular alteran tanto la adquisición como la evocacion„ImHs 

procesos deben depender de sistemas independientes en los cuales, al menos ,11,1 

aprendizaje, participa activamente la modulación colinérgica que ha de dependel-

de estructuras como el núcleo basalis magnocel ularis. Esto es claramente una 

evidencia de que al menos un sistema de modulación en la corteza insular esta 

implicado exclusivamente en el aprendizaje y no en procesos perceptuales dado 

que si ese fuera el caso no podría darse la evocación de la, nueva conducta. 

Existen otras evidencias (Shimura, Suzuki, & Yamamoto, 1995) en las que se 

observa que la estimulación gustativa produce un incremento en la concentración 

de acetilcolina, pero cuando el estímulo gustativo fue previamente apareado con el 

cloruro de litio, esta concentración incrementa dramáticamente. Un efecto similar se 

ha observado en la actividad de proteinas cinasas (Rosenblum, Schul, Meiri, 

Hadari, Zick, 3t. Dudai, 1995). Lo anterior implica que la parte importante de la 

representación gustativa esta relacionada con la asociación entre el estímulo 

gustativo y el efecto gástrico, lo cual sigue fortaleciendo la idea de que esta corteza 

partipa principalmente en procesos de asociación. 

En cuanto al sistema eferente con el que se evoca la respuesta 

inmunosupresora condicionada, de acuerdo a los estudios anatómicos de la 

relación neuroinmune, se tienen dos posibles vías eferentes, una representada por 

el eje hipotálamo hipofisiario y otra representada por el sistema nerviosos 

autónomo. Hasta el momento sólo existen datos que con un procedimiento de 

condicionamiento inmune asociado a estrés proponen que las catecolaminas 

podrían ser importantes factores efectores de la respuesta condicionada. este dato 

no necesariamente apoya al sistema nervioso autónomo, ya que el hipotálamo por 

la influencia que ejerce sobre la glándula suprarenal es capaz de controlar los 

niveles sanguíneos de adrenalina. 

Sin embargo, parece que el hipotálamo ejerce un control tónico sobre la 

actividad inmunitaria, más que modular específicamente la dirección o potencia dé 

la respuesta. Esta idea es apoyada por el control que ejerce el hipotálamo en los 

ciclos de secreción de los corticoesteroides y por la importancia de su papel en la 

homeóstasis del organismo, además, se ha visto que las lesiones del hipotálamo 

producen efectos en ocasiones reversibles sobre la actividad del sistema inmune, 

esta reversibilidad de los efectos hace pensar en la existencia de otro sistema cuyo 

papel suena más iniportante en la regulación de la respuesta inmune. 



El sistema nervioso autónomo podría ser el mejor candidato como sistema 
efector de la respuesta inmunosupresora condicionada, en virtud de la diversidad 
con la que es capaz de modular la respuesta inmune, dadas sus eterencias hacia 
tejido linfoide primario y secundario, y a la variedad de neurotransinisore  
neuromoduladores con los que interactua con las células del sistema inmune, la 
modulación ejercida por este sistema sobre la respuesta inmune puede ser tina 
modulación fásica y mucho más precisa que la que puede ejercer la vía del eje 
hipotálamo hipofisiario.. 

Como se mencionó anteriormente, la corteza insular presenta correcciones 
bidireccionales con el NTS, el cual es el principal sitio de integración de la 
información autonómica, esta conección hace pensar que la corteza insular podría 
ser capaz de modular la actividad del sistema nervioso simpático y así esta via 
modulatoria del sistema inmunológico. 

Existen datos que apoyan la idea de que el sistema nervioso autónomo 
pudiera ser el efector de la respuesta inmune condicionado (Luecken & Lysle, 1992). 
Con el uso de un condicionamiento inmunosupresor obtenido con un modelo de 
choques eléctricos, se observó que los bloqueadore 0-adrenérgicos administrados en 
la sangre, impiden la expresión del condicionamiento innunosurpesor, sugiriendo 
que la vía simpática a través de la secreción de noradrenalina puede ser la 
responsable de ejercer el efecto inmunosupresor condicionado. 

7,S 
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De esta manera se pueden esquematizar las posible vias neuroanatómicas 

implicadas en los mecanimos que dan lugar al condicionamiento supresor de la 

respuesta inmune (Ver esquema 4). Si bien este esquema es en realidad un conjunto 

de incógnitas, es capaz de guiar las investigaciones futuras para esclarecer la 

naturaleza del condicionamiento, y también queda claro que existe la posibilidad 

de explicar la forma en como el sistema nervioso y el sistema inmune i 'Iterad uan 

para permitir que la respuesta inmune sea otra respuesta sujeta al estricto control 

del sistema nervioso. 
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Insular Cortex Lesions lmpair the Acquisition oí.  
Conditioned lmmunosuppression 

ViCTOR RAMIliEZ-AMAYA,*"1' IIENJAMIN ALVAREZ-BORDA,* 

CHRISTOPHER E. ORMS0 Y,*  RIMEN D, 

RUN' PI ullz4vIoNTFoRT,§ AND FEDERICO BERMÚDEZ-BATI'ONI*3  

'Dwarunnenlo de Neuraciencias y §1>eparlanrento de Miewhiología del instituto de Fisiología Celular, 
Wepanmenro de Medicina Experinienlal de la Facultad de Medicina, y 1 Deparnunenuo de 

PsieolisiologO, Facultad de Psicologia, Universidad Nacional fluninonta 
de México, 04510 México. D.F., México 

Conditioned immunirsuppression can be readily obtained in anituals by (IN:arta:din)) a Giste 
with an itumunosuppressive dntg. On Sltbsequent esposare to the conditioned tastc, the 
animats show an attenuated inmune response and atan exhihil a conditioned tibie ;trepano, 
11 has hcett estaldished that instilar corto( lesions disnipt the acquisition of conditioned Lisie 
aversion. The elTect of NMDA-induced lesions in cither the insular cortes or the parietal 
cortes of mate Wistar rats was evaluated in the acquisition oí conditioned itunninosuppression 
in two experiments. Unlesioned control rats showed the conditioned immunosuppressive 
response alter reexposure lo the pote, as indieatcd by lower hemagglutinating titers to sheep 
red bitiod sella in the first expoitnent and by a decrcased 1pM production to ovalbutnin, 
tiwasured by ELISA, in the sceond expernuent. Insular corres-lestoned tisis did 001 show the 
conditioned inniumosuppression in either experiincnt, whiie parietal cortes lesions and the 
shaindesioned unintais presented a cucar decreuse of hemagglutinating títer and a loo IpM 
production. The insular corten lesions diti not zdfect the normal inmune responSe, sltowing, 
normal hemagglutiwating piten and 101 production when compartid lo nonconditioned con-
trols. The inummosupixessi ve al:non of cyclophosphamide also retnained unalicred. In concia-
sion, diese results show that the insular cortes is essential for the acquisition of conditioned 
inummosuppression. 0 1946 Aratkini, 

1NTRODUCTION 

Several neural systems are important modulators of inmute respOnses; these include 
the hypothalamie—pituitary—adrenal axil (Blalock, 1994), the autonomic nervous sys-
tem (Echen, Ackerman, Wiegand, & Echen, 1987), and the holle system (Ader, 
Cohen, & Felten, 1995; Pan & Long, 1993; Wetmore, Green-Johnson, Gartner, Sand-
ers, & Nance, 1994). Furthermore, there are reports showing that limbic structures 
and the autonomic nervous system can receive immune input (Abreu, Llorene, Hernán. 
dez, & González, 1994; Yu & Shinnick-Gallagher, 1994). The neoeortex has also 
been reponed to be involved in immunomodulation (Neveu, 1992). 'Tus, it is not 
surprising that immune responses can be modulated by behavioral conditioning proce-
dures (Ader & Cohen, 1981; Alvarez-Borda, Ramírez-Amaya, Pérez-Montfort, & 
Bermúdez-Rattoni, 1995). The first convineing proof was ohtained by the work of 
Ader and Cohen in pass decades (1975, 1982). In their niodel, the pairing of a novel 
Inste with no inimunosuppressive drug, such as cyclophosphamide, induces an attenna-
tion ()I' the Unirme response opon reexposure to the tasie stimulus alone. The pairing 

' To when conespondencc should be addressed al Departamento de Neurociencias. Instituto de Pisiologia 
C:clular, Universidad Nacional Autónoma de México. RO, llox 70.253, 0451(1 México, D.F. México. Fax: 
(525) 622 56(17; e-mail: tberintidczt),,seividor,unantaits or thermudelOitestmLitisioLutiantrux. 
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of saccharin with cyclophosphamide allows a conditioned iminunosuppression (CES) 
and at the same time produces a conditioned taste aversion; this is a learning paradigm 
which consists of the acquisition oí ato aversi Ve response diremed to a gustative 
stimulus that has been previously Hired with a malaise indecing drug (Ader, Cohen, & 
Bovbjerg, 1982; Garcia, Lasiter, 13ennudez-Rattoni, & Demos. 1985). Besides the 
well-known inununosuppressive effects, cyclophosphamide has also been used for 
producing conditioned taste aversion (.111C to (1.s (oduction of gastric malaise (Ade!' et 
al., 1982). 

The nemal mediano)) of conditioned lame aversion has been widcly studied (Kiefer, 
1985). In this regar(' it has hect] dernonstrated that a ncocortical region known as the 
insular cortes (IC) is essential for the acquisition and retention of ibis learning (Gineta 
et al., 1985). The 1C is known tu he involved in visceral reactions ami stress (van der 
Kooy, Koda, McGinty, Gerfen, & Bloom, 1984) and is retened to as the gustatory or 
visceral eones, since it reccives visceral and gustatory information froto the [halamos 
(Kiefer, 1985). It has reciprocal connections with the nucleus of the solitary tract (Oto, 
1992; Kiefer, 1985), which is the entry of all visceral and gustatory information and 
is an important relay of information froto the sympathetic nervous system. This part 
of the neocortex has connemions with 'noble structures, including the amygdala, the 
mediodorsal nueleus of the thalatnus, ami the medial prefrontal cortex (Kiefer, 1985: 
Musite! & van der Kooy, 1988). It has been reponed that lesions or inactivation of the 
IC block the acquisition of conditioned taste aversion (Bemuldez-Rattoni & McGaugh, 
1991; Gallo, Roldan, & llores, 1992). Ilowever, the IC is not important for the sensory 
discrimination of gustative stimuli (Braun, Lasiter, & Kiefer, 1982). Moreover, (Ohm 
aversively motivated learning tasks are disrupted by permahent or reversible lesions 
of the IC, including inhibitory avoidance and the Morris water maze (Bermúdez- 
Rattoni, 	 & McGaugh, 1991; Dunn & Everit, 1988). 

The IC is essential for the acquisitiob of conditioned taste aversion. Therefore, it 
has been postulatcd that this region niay integrare gustatory and visceral stimuli 
allowing the acquisition of conditioned taste aversion ((lucia et al., 1985). We hypoth-
esize that the 1C can also be important for integrating l'inmune and gustatory informa-
tion to develop CIS. Thercforc, the ah of the present work was to evaluate the effects 
of excitotoxic 1C lesions on the acquisition of CIS. 

EXPERIMENT .1 

Alawrials and Afethads 

Thirty-seven mate Wistar hos were paged individually ami maintained under a 
12:12-11 light—dark cycle (lights on at 9:00 Pm) with food ad libitum. Water was also 
available, except during the meaSurement of baseline water consumption ami saccharin 
presentation. 

On Day 0 of the experimental potoco' (see Table la), baseline titers of antibody 
against sheep red block' cells (SRI3C) were evaluated for blood samples (BI,$) Colleeted 
from incisions in the tail; Rats were placed in plastic containers, and a cut was made in 
the last eighth of the tail. Between 1 and 1.5 ml of biond was conecte(' in Eppendorf 
micro test urbes; ibis procedure is a modified version of the one used by Akana, Scribner, 
Bradbury, Snack, Walker, and Dallinan (1992). The samples werc centriáiged at 3500 
rpin for 15 inin to obtain sera, whieh svete tested for hemagglutinating activity. Direct 
beinagglutination tests were mide acconling to standard procedures (Gatermann, Meyer, & 
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TABIL 

xperonenial Pioredines 

a Condilioning 

Experinienial ilays: O 3 15 	 35 39 43 -0 

Conditioning 

Ciroup Saingle Surger y iría lineal 	Test 10;11 Sanarles 

CS 131.s None Sae ' Cy 	1-Sac 1 8 12 

CSo 13I.s Nono Si1C-4.Cy 	1-11,0 8 12 

10..‘ 131.s MUDA Sae+Cy 	1-Sae 1 8 12 
1'C1.s 111.S NMDA Sac t . Cy 	1,Sae 4 R 	. 12 

ICSh Bl.s MIS Sac+Cy 	1-Sae d 8 12 

I) Normal ¡inmune response 

Group Saingle Surgery' permiten( 	Test Saingles 

!vial 

Ctrl lll.s None Saca Sal 	I-Sac 4 8 12 

1C1.x 131,s NMDA Sae + Sal 	1-Sae 4 8 12 

Cy ininninosuppression 

( iroup Sample Surgeiy' 	 Treatineni" Sainples" 
•- 

Coi 131.s None 	 I-Cy 4 8 

ICLx 133.s NMDA 	 I-Cy 4 

Non. CS, conditioned; CSo, conditioned bit sol reexposed; Inx, insular corles lesbio; PC1.x, parietal 

cortes lesion;ICsh, insular eones slunn: Ctrl, intaet conlrel; Stie, saecharin; Sal, salive; ('y. eyelophosplia- 

mide; 131.s, bascline  sall/Ple; 4, 8, and 12. sampling day alter inununization; 4, paired; 	period 

(out poned). 

teas done al Day 12, and sainples were tal" al Days 15 and 2(I oí die experimental day;. 

Wanner, 1992). This is a test which measures the capacity of serum antibodies Co agghti 
nate erythrocytes. Most of the direct agglutinating activity of an intitule semm is due to 
IgM molecules which have multiple active sises to 10) which bind with enough affinity 
to counterird the negativo charges of erythrocyte tnembnines that tend to push red cells 
apara. Since IgG molecules have only 2 binding sises, ara additional secondary serum 
containing aneo-IgG antibodies is necessary to induce the hemagglutination Mediated by 
IgG molecules; in ¡lis experiment only direct hemagglutination rictivity was measured. 
Une puma (v/v) SRI3C were used as antigen in PDS (0.1 M phosphate buffer and 0.15 
hf salirse, pll 7.4) containing gelatin 	ing/m1), sodium azide (I mg/m1), and the sample 
sera as the source of antibodies. 

On Day 3, two groups oí Frits receivcd bilateral microinjections of N-methyl-n-
aspartate (NMDA) finto the IC (ir the parietal cortex, to induce excitotoxic lesions, 
Surgical procedures were perfrmued under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg). Le-
sions were done bilaterally using stereotaxic procedures: in Orle group the lesions were 
¡nade in the IC (AP +1.2, L :4255, DV —5.5) and in another group in the parietal 
coricx (AP 	L ±4.0, DV --1.5). In each case the incisor bar was placed so that 
bregma and h levels liad the same DV coordinates ( —4.5 on average), To produce 
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the lesions, NMDA (Sigma Cheinical Co.. St. Louis, tv10; 10 )ig/p1 solution iu phw,-
phate buffer 0.1 M, p11 7.4) was back filiad roto a 30-gauge needle connecled vial a 
water-filled polyethylene odie lo a 10-p1 Hamilton mierosyringe. Each animal rcceived 
bilateral iinections in cither the IC 1iC1..x. n 	8) or the parietal cortex (PCLx, n 
8) of 6 pI of NMDA solution over a 2-min period using a syringe pump (Sagc 
Instruments). 'The needle remained in place for an additional 2 min alter the intection 
tu maxirnize diffusion. A sham-lesioned group (ICS1), n 	7) received phosphatc 
buffer (0.1 M, p11 7.4) in the 1C. Two additional groups were nonlesioned controls; 
(me was a conditioned control (CS, n --, 8) and the other was a control group in which 
the conditioned stimulus was not presentad during the test (CSo, n 	6) (see below). 
Each experimental condition was applied simultaneously lo all groups. To address the 
spccifity of IC lesions, parietal cortex lesions were citasen as control, since ibis 
neocortical regio(( is adjacent lo the IC and is also involved in learning processes 
(e.g., Adelstein, Kesner, & Strassberg, 1992: Kesner, Berman, & Tardif, 1992), bol 
not in conditioned taste aversion. 

Nine days were allowed for postsurgical recovery. On Day 11 mis were deprived 
of water for 24 h and on Day 12 baseline water consumption was measured. Atter 
the deprivation period (at 9:00 ANO distilled water was given (o the rats in graded test 
tabes for 10 min and the consumption was rccorded. Rats were given access to water 
again at 7:00 eta. This procedure was used for all raíl during the 4 clays prior lo the 
exposure to saccharin. On Day 16 all the animals received CIS acquisition. This 
consisted of a 1.0-min exposure lo saccharin (0.1%) dissolved in their drinking water, 
followed intmediately by an ip injection of 50 ing/kg of cyclophosphantlde dissolved 
in distilled water (25 mg/m1). The saccharin solution was always presetited in the 
corresponding morning session. The arithmetical average of the preceding two morning 
water intakes was defined as 100%. of baseline consumption. Foto hours líder animals 
were given water ad libitum. On Day 31, water baseline consumption was measured 
again. On Day 35, all rats were immunized with SRI3C diluted in POS (I% v/v) 
injected ip in a dose of 2 ml/kg. Thirty minutes alter the immunization, rats were 
reexposed to the saccharin for 10 min, with the cxeeption ()I' the CSo group, which 
was placed in a different room and given water instead of saccharin. This group was 
included as a standard control procedure lo ascertain the effect of conditioning (Ader & 
Cohen, 1985). Blood samples were taken 4 (sA). 8 (sB), and 12 (sC) days alter the 
immunization; 	on Days 39, 43, and 47, respectively. 

At the end of the experiment the animals were deeply anesthetized and perfused 
with a 4% paraformaldehyde solution (dissolved in 0.1 Al POS, pH '7.4) and brain 
tissues were processed with Nissl histological technique, to examine the precise locos 
of the lesions (Fig. 1). About 10% of the original lesioned animals liad inadequate 
lesions and were not included in any analysis. 

Simple ANOVA was ealculated on the percentage of saccharin consumption with 
respect to the baseline frote previous days, using a post-hoe pairwise Scheffe test. 
Statistical analysis of the titer values was carried out by multiple comparisons with 
the Kruskall—Wallis test and pairwise comparisons with the Mann —Whitney U test. 

Results 

As shown in Fig. 2a. the baseline hemagglutinating activities of all groups were. 
near 0, with no statistical differences among them. A significant effect of Ireatment 
was found by the kruskal—Wallis test in all samples taken alter the immunization; 
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FIG. I. Selle:Italie representation of IC (lel° and parietal eorlex (right) lesions are shotsn. Tile 

arcas represent the Nitiallest Icsíon, ami the fray arcas regresent die largest 

sA (// (4,5) 	16.64 p < .001), sB (U (4,5) = 16.94 p < .002), and sC (// (4,5) = 
13.14 p < .01). The CS, ICSh, and PCLx groups showed a conditioned attenuat ion 
of the immune response in all samples taken after immunization (Fig. 2a). The Med 
of conditioning was evidenced by the CSo group, which did not express the conditioned 
immunosuppressive response. The CSo group had significantly higher hemagglutinat-
ing activity in sA, s13, and sC when compared to CS, ICSh, and PCI„x (p's < .01). 
The ICLx group exhibited disrupted C15 responses, as shown by the significantly 
higher antibody titer to SRIIC in sA and sB (p's < .01). The taste aversion test (Fig. 
2b) after iminunization revealed that the CS, ICSh, and PCLx groups had acquired a 
conditioned taste aversion, while rats with IC Iesions showed disrupted conditioned 
taste aversion (F(2,24) = 88.586, p < .001; ICLx vs Ctrl, 

To investigate the possible effect of IC Iesions on the normal iunnu 	response 
two groups of animals (o = 15) were used, one with IC lesions and the other as an 
intact control (sec Table lb). On Day 0, baseline blood samples were taken; 3 days 
later one group received NMDA-induced lesion of the IC 	 7) and the other 
served as a nonlesioned control group (Ctrl; n ----- 8). Baseline water consumption was 
measured on Day 12. On Day 16 all rats were exponed to saccharin fór 10 min and 
injected ip with salive immediately aftérward. tour hours later they were given water 
ad libitum until the next baseline water consumption was measured (15 days after 
conditioning). On Day 31, baseline water consumption was measured. Ali the rats 
were immunized with SRI3C on Day 35 and reexposed to saccharin 30 Hilo later. 
Blood samples were taken 4 (sA), 8 (s13), and 12 (sC) days after the immunization 
and tested for hemagglutinating activity. 

Figure 3a shoWs the results of the innnune response in ICLx and Ctrl groups. The 
groups had similar titers of antibodies for SRBC in all samples, indicáting that IC 
lesions do not affect the normal ¡inmune response. Furthermore, both groups showed 
increased saccharin consumption when compared with the. water baseline consumption 
in the second exposure to the triste. The results indicate a taste preference for saccharin 
(Fig. 31)), a finding consistent with previous evidence (Braun et al., 1982) demonstra-
ting that IC lesions do not affect taste discrimination. 

lo ortler to test the effect of 1C lesions on the inummosuppressive action of cyclo- 



25O 

...,.......__ 

100 

30 

O 

111.5 	sA 	s 

ileesposore 

b 	
to Sacchatin 

\\Six 

al 100 
c áÍ 

, 

•;;.. c.. so 
tn 

o 	 led 

1 O 8 
	

O.-l:,IIP.12.AMA YA crAl. 

CS ICSh ICLx PCLx 

Fu;. 2. Mean values 	heinagglutinating ditas tsiandard error of the me m) (unu all entulitioned groups 
are shown in (a).  131 u is the san:pie taken al the kginning of the exmitnent. Saniples sA, sil, and se were 
taken 4, 8, and 12 days atter iininunization with SRI3C and reexposure to saceltaiin.'Ihe petrentage of saecharin 
consumption is shows in Ib) for all groups except for CSo, which was 001 reexposed lo sud:min. The preceding 
155,0 1110111ing Water 111111:5 Wat: taken as 100% of constinvion. p < .05: *:*p < ,01. 

phosphamide injection, an effeci known to last approxitnately 10 days (Falter, Per-
singer, Ac Chretien, 1992), baseline blood samples were taken from two groups of ritts 
(o = 15) at Day O (see Table le). On Day 3, one group received IC lesions (ICI..x 
= 7) and the other remained as a nonlesioned control (Cul n = 8). On Day 12 
all rats were iminunized with SRBC and 30 min 'ger received an ip injection of 
cyclophosphamide (50 mg/kg). Four (sA) and eight (s13) days after immunization, 
blood samples were taken and tested for Itemagglutinatiog activity. The Minium 
response was attenuated in boli] groups as indicated by the very low antibody titers 
for SRBC (sA ntean fax = 1.14, 	= 1,00, SEM ICLx = 0.65,'Orl = 0.74; sil 
rocas ICLx = 21.71, Ctrl = 35.0, SEM ICL.x --- 3.91, Ctrl = 10.88) in both samples 
with no statistieal differences among diem. The inummosuppressive effect of eyelo-
phosphamide is olear when compared with a normal group that was not exposed to 
the ilitillunostippressive drug (Fig. 3a, for diese anintals the following data were 
obtained: sA mean 22.50, SEM 19.82; sil mean 272.00. SEM 180.21). Vais, IC 
lesions did not alter the normal immunosuppressive effect of cyclophospliamide. 
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EXPERIMENT 2 

Materials and Methads 

To evaluate in more detall and corroborate our results we used the enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) to measure anti-ovalbumin (OVA) IgM production in 
conditioned animals. Forty-six experimentally naive mate Wistar rats were separated 
as in the first experiment (CS, n = 10; CSo, rr ,-. 8; ICLx, n = 8; ECIA, n 	9; ICS11, 

= 8), and all other methods were similar to those used in the first experiment (see 
Table la). 

The day of saccharin reexposure rats were injected ip with 500 pg of OVA (pre-
viously aggregated by healing 10 ruin al 50°C) in a volume of 300 pl, 30 ruin before 
the reexposure. 13lood samples were taken 4 (sA), 8 (sB), and 12 (sC) days after 
immunization. 

Ninety-six-well ELISA piales were coated oventight al 4°C with 10 tughnl of UVA 
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production in conditioned anintals (a) and hom noneonditioned animals (1)) with ot without lesions. Bk.s 
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duys alter innuunitalion with ovalbuinin and ntexposure to saecharin. 	< .05; 1•*ii < .01. 

in carbonate buffer, pll 9.6. and postcoated for 1 h at 37°C with PBS-1% BSA 
(blocking buffer). The test sera were diluted 1:50 in blocking buffer and incubated 
for 2 h at 37°C. Peroxidase-conjugated rabbit 1gG anti-rae 1gM (Sigma) was diluted 
1:10,000 in blocking buffer and incubated for 2 h at 37°C. The filmes were then 
incubated for 20 min with 2,2 '-azino-di-3-ethylbenzothiazoline sulfonie acid substrate 
dissolved at a coneentration of 50 mghul in 0.1 M citrate buffer, pI1 4.2, and 3% 
H202. Absorbanee was read at 405 nni, using a reference wavelength of 490 Jun. 
Group X San)* days repeated-ineasures ANOVAs were applied to the absorbance 
values, and a one-way ANOVA was used within sample days to assess group differ-
coces. with Sheffe post-hoe tests where appropriate, 

Residís 

Figure 4a shows the production of IgM anti-OVA antibodies in the basarte sanaple 
and in the duce samples taken after the inununization. ANOVA analysis showed 
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statistical differences ainong gioups (1:(4,38) 	44.87 p < .001), indicating a supon.- 

eant effect of treattnent. 	31111iyis also y ielded statistical differences between days 
(F(3,114) = 81.813 p 	.001) and Treaunent X Days interaction (M12,114) = 17.45 

p 	.001). lo the baseline sample there were no statistical differcoces between groups. 
Statistical differences among groups were round in the samples talen alter (he limmini- 
zation; sA (F(1,38) 	31.72 p <7. .001), sil (:(4,38) 	54.143 p 	.001), and sC 

iF(4,38) = 7.204 p < .0011. Scheffe post-hoc analysis showed differences between 
CSo and CS iu sA, s11, and sC (p's 	.01), indieating that the low 101 production 
in CS, PCLx, and ICSII groups is an effect of the reexposure to the conditioned 
stimulos. Conditioned animais with 1C lesions showed statistical differences when 
compared to the CS, ICS', and Fax groups in sA (p's 	.01), s13 (p's 	.01), and 
sC (only ICLx vs CS = p < .01). 

Conditioned tuste aversion was present in CS, PCLx, and ICSII and disruptegi in 
ICLx animais, as expected (percentage of saecharin consumption: CS mean = 9.93 
SEM 	0.87; ICI..x mean = 114.17, SEM 857; PCLx mean = 13.78, SEM 	3.27; 
ICS! mean = 17.15, SEM = 3.78). It should he noted that animals consume about 
12 to 19 ml of water in every 10-min session and no differences were round in water 
constimption between groups. In addition, saccharin consumí tion of lesioned and 
unlesioned anintals during the acquisition is similar with a slight but nonsignificant 
mercase of saecharin consumption in the ICLx gioup (data not shown). 

In this experiment, the effect of IC lesions on normal IgM production was also 
evaluated (using the procedure shown in 'fiable lb) with 12 mate Wistar rats (Cul, 
= 6; ICLx, n = 6). The results showed that 1C lesions do not affect the 'tonna' IgM 
anti-OVA production, as shown in Fig. 4b. There were no statistical differences 
between groups in any of the samples (4, 8, and 12 days alter innuunization). Bowever, 
there were higher IgM levels in (hese gmups when compared to the conditioned 
groups, probably because of the use of cyclophosphamide in the conditioned animals. 
This effeet was also seco in the first experiment (Fig. 3a vs Fig. 2a). 

DISCUSSION 

The main finding of ¿bese experimenta was that NMDA-induced lesions in the 1C 
but not in the parietal cortes disrupt the acquisition of conditioned iinmunosuppression. 
Thus, in the first experiment we found that conditioned animais with 1C lesions 
did not show the irnmtmosuppressive effect of conditioning as indicated by lower 
hemagglutinating titers to SRI3C. A similar result was replicated in the second experi-
ment using a different antigen and with a more precise methodology for antibody 
detection. Furthermore, ¿he normal humoral immune response is not affeeted by 1C 
lesions as detennined by hemagglutination and IgM production measured by ELISA. 
Additionally, the immunosuppressive action of cyelophosphamide remains unaffected 
by 1C lesions. This effect sama to be exclusive for IC lesions, since PC and IC sharn 
lesions did not affect the conditioned immunosuppression. l'he finding that animais 
with lesions of the IC do not acquire the conditioned nnmunosuppression nor the 
conditioned triste aversion (despite the faca that IC lesions do not affect taste discrimi-
nation) suggests that the IC is involved in the regulation of the associating mechanism 
of tate immunosuppressive conditioning, as has ken suggested for conditioned taste 
aversion (Garcia et al., 1985). 

Conditioning of the immune response implies that the CNS must be infonned about 
changes occurring in the ilumine status and also that the nervous system is able to 
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alter the Minium! response. It has peen obsened that the amygdala (as well as othei-

brain ateas) responds w inmune changes and may he important in modulating the 
ilumine response Kialkina, Al'perina, Podgornaia, &. Devoino, 1990; Masek, Penov-
icky, & Seden, 1992; Cunningham & Souza, 1993; Nistico, Carolco, Aibitriu, 
l'ulvirenti, 1994). The 1C has anatomical relations with 'nuble struetures, especially 
with the amygdala (van der Kooy et al., 1984), Mich has bidirectional projections 
with the IC, observed anatomically and electrophysiologicall y (Lasiter, 1982; Pascoe & 
Kan). 1987). Therefore, it is possible that the ainygdala could he the Ctlitallee for the 
inmute information that the IC requires lo develop the CIS. ln experiments evaluating 
the effects of exeitotoXie lesions of the amygdala and the 1C on the aequisition of 
visceral learning, such as conditioned gaste aversion, it has peen observed that lesions 
OÍ the IC bol not the amygdala disrupt the acquisition of visceral conditioning (13erinú-
dez-Rattoni & McGaugh, 1991; Dunn & Everit, 1988). However, the role of the 
amygdala in conditioned immunosuppression is not olear and experiments are eurrently 

being performed to address this issue. 
The effector system through which the IC could modulare intruune responses is 

unknown; however, the study of the ilumine modulation exerted by the autonomic 
nervous system may shed some light. The IC is connected directly and bidirectionally 
with (he nueleus of the solitary trata (Cechetto & Chen, 1990; Norgren, 1978); ibis 
nucleus is the entry of all visceral information and is a vcry important modulator of 
the autonomic nervous system. The autonomic nervous system is an important pathway 
through which the CNS modulares immane responses, since there is a direct sympa-
thetic innervation of lymphoid tissue (Felten, Felten, Carlson, Olschowka, & Livnat, 
1985; Reder, Karaszew,sk, & Arnason, 1989; Heilig, 1rwin, Grewal, & Serearz, 1993). 
These anatomical relations of the IC and their participation in learning and memory 
of aversively motivated tasks (Bermúdez-Rattoni et al., 1991; Benutidez-Rattoni & 
McGaugh, 1.991) make this structure a good candidato for the control of (he neutral 
mechanisms underlying the association bctween the triste stinudos and the immunosup-

pressive effcct of cyclophosphamide, 
There is evidence suggesting that the neocortex may he involved in the modulation 

of immunity (Neveu, 1992; Watkins, 1994). It has beca rcported that large Unilateral 
neocortieal lesions of the frontopatietooccipital tinte affeet valíais parameters of the 
inmute response per se in an asymmetrie manner (Neveu, 1988; Betancur, Neveu, 

& Le Moal, 1991). According to our results, lesions in the 1C affect the 
immunosuppressive response in conditioned anitnals, leaVing the normal humoral 
nonconditioned inummológieal response tmaltered. The lesions performed in the work 
of Neveu and colleagues do not include the IC; for that reason those data may not be 
generalized to the IC, bit it is important to further analyze the effect uf the 1C in 
other parameters of the normal and conditioned immune response. However, this 
suggests that in fact the neocortex can be an important modulator of the immune 
system. Nevertheless, the exact role of the IC in eonditioned immunosuppression Still 
has to be elucidated. lo particular the 'triture of the uneonditioned stimulus has to be 
studied, to understand how the brain responds io it and how the associatiern mechanism 

may occur. 
In conclusion, the results of the present experiments indicate that NMI)A lesions 

of the IC produce a sevcre impainnent of the acquisition of CIS, suggesting that the 
functional intcgrity of the 1C is necessary for the neural integration of the stimuli 
involved in immunosuppressive conditioning. 
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