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En opinién de la mayoria de los soci6logos, parecen existir tres condicionantes
sociales del comportamiento humano que son caracteristicos en la forma de vida de los
habitantes de paises desarrollados: una continua aceleracién del ritmo de vida, una
competitividad creciente en lo profesional, y una vida sedentaria con disminucién de la
actividad fisica. Todo ello propicia una mayor frecuencia de cuadros de estrés
psiconeurégeno o situaciones de ansiedad que alteran el sistema nervioso y, a su vez,
dado la comunicacién neuro-inmune de caracter bidireccional, pueden perjudicar el normal
funcionamiento del sistema inmunitario encargado de mantener un estado de defensa en
el organismo.

Se ha comprobado que durante las situaciones de estrés existe una liberacion
simultanea de encefalinas y catecolaminas junto con hormonas esteroideas. Cuando esta
situacién se prolonga o repite, aparece un cuadro fisiopatoldgico en el que se propicia la
intervencién del metabolismo serotonérgico. Por otra parte, también es conocido que
alteraciones en el metabolismo de ia serotonina pueden modificar la respuesta inmune,
sobre todo en animales en situacibén de estrés.

Entre las alteraciones més frecuentes del sistema inmune, se cuentan los cuadros
de hipersensibilizacién, en los que pueden intervenir los sistemas histaminérgico y
serotonérgico. Otras formas de reaccion a través del sistema dopaminérgico podrian cerrar
el ciclo interactivo de las reacciones neure-inmuno-endocrinolégicas, completando la
interaccidn de los sistemas monoaminérgicos que intervienen en las respuestas de
adaptacién al medioambiente. Su modulacién farmacolégica -cuyo estudio se inici6 hace
algunos anos en nuestro Departamento- resulta del maxime interés en busca de una
mejora de la calidad de vida.

Aunque en las reacciones de hipersensibilidad actGan como mediadores directos

ia histamina y la serotonina, segun se comprueba en cuadros de anafilaxia sistémica en
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ratas, ello no excluye que en el fenémeno intervengan también otros moduladores del tipo
de neuropéptidos. Se ha descrito un modelo de neurotransmision histaminérgica en el que
hay intervencion de péptidos y de los neurotransmisores cerebrales -que tanto participan
en las situaciones de esirés psiconeurdégeno- y también se han encontrado receptores
opioides e histaminérgicos-H, y H, en la superficie de células mediadoras de la respuesta
inflamatoria e inmunitaria.

Ante esta situacion, ya que las interacciones del sistema nervioso y del sistema
inmune en situaciones de anafilaxia, son las menos estudiadas, parece justificado que
intentemos aportar nuevos datos al conocimiento del problema, investigando sobre
modelos experimentales en los que los distintos sistemas monoaminérgicos son puestos
a prueba en situaciones de estrés para, sucesivamente, estudiar su modulacién
farmacolégica desde distintos puntos de vista.

Empezaremos por actualizar datos relativos a la situacién biolégica del estrés, tanto
como a la fisiopatologia de la reaccién anafilactica; también completaremos esta
introduccién al tema con una revisién de los distintos modelos animales que tengan
posibilidad de aplicacién a este tipo de estudios y finalmente, examinaremos algunos

aspectos farmacolégicos que puedan afectar a la interaccién neuro-inmune.

1.1.- ORGANIZACION ANATOMICA Y RESPUESTAS DE ESTRES.

En relacién con los lugares anatémicos comunes del estrés, sefalaremaos, tanto las
aferencias e interconexiones entre los sistemas nervioso central y periférico, como las
eferencias de este sistema que regula las respuestas adaptativas al medio. La via aferente
de este mecanismo es muy compleja, ya que muititud de estimulos pueden considerarse
desencadenantes de estrés y éstos son conducidos por el sisterma nervioso periférico hasta

el sistema nervioso central. Es aqul donde se produce una integracién de la informacién
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actualy la almacenada; posteriormente, la via eferente del sistema se encargara de ejecutar
la respuesta frente a la nueva situacion.

Los estimulos nerviosos que desencadenan esta respuesta pueden ser clasificados,
segan PACKOVITS y BROWNSTEIN(1985), en tres grupos: a) estimulos sométicos y
viscerales, que son guiados por fibras nerviosas sensitivas; b) estimulos de 6rganos
especializados, que tienen su origen en los sentidos del olfato, vista, gusto, oido y tacto;
y ¢) estimulos emocionales, originados y modulados por el sistema limbico.

En cuanto al primer grupo, estimulos de todo tipe alcanzan al hipotalamo por vias
multisinapticas, existiendo receptores especializados para el dolor y la temperatura, asl
como para eltacto. Los estimulos dolorosos, tanto somaticos como viscerales, constituyen
un importante grupo de activacién del mecanismo del estrés, pero podemos aceptar que
la estimulacién intensa de los receptores mecéanicos, térmicos y quimicos, asf como la
estimulacién bajo condiciones especiales de receptores tactiles sensibles a la presién y
equilibrio (propioceptivos y cinestésicos), pueden desarrollar también una situacién de
estrés. La organizacién anatémica de estas vias de informacién se divide en dos grandes
grupos: i) aferencias procedentes de los pares craneales; y ii} aferencias procedentes del
resto del cuerpo que acceden por la via medular.

Los pares craneales implicados en estas respuestas son, en el ser humano: el
trigémino (sensibilidad de la cara), el facial, el glosofaringeo y el hipogloso; éstos se
continuan por el tracto trigémino-espinal hasta los nicleos correspondientes en el tronco
encefélico. Desde alll, la segunda neurona se une con las procedentes del tracto
espinotaldmico que conectan con el talamo.

Existen dos vias aferentes medulares fundamentales: a) la via lemniscal, que
conduce lainformacién del tacto fino de carécter epicritico o discriminativo, como la presién
o la vibracién, y la cinestésica; y b) la via extralemniscal, que conduce la informacién

dolorosa y de temperatura, y que es de caracter protopético. La via lemniscal comienza
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en los receptores {especializados o no) con localizacién peritérica y que se continuan hasta
la méduia, donde integran el cordén posterior que asciende isolateralmente hasta alcanzar
los nucleos de Goll y Burdach, donde se encuentran los ndcleos celulares. Desde ahi
parte la segunda neurona que se decusa a nivel bulbar, alcanzando por medio del
lemnisco medial el talamo ventro-basal; las neuronas alli originadas se proyectan hacia la
corteza cerebral somestésica, donde se hallan los nlcleos de la tercera neurona de esta
via.

En cuanto a la via extralemniscal, esta constituida por vias neuronales mas lentas
y menos discriminadoras. Los axones neuronales se cruzan en cada nivel medular,
incorporandose a las laminas | y Il del asta posterior de la médula; desde alli, parte la
segundaneurona que asciende por el fasciculo espinotalamico contralateral hasta eltalamo
posterior.

Entre las vias que conducen las sensaciones captadas por los sentidos basicos
cabe distinguir las sensaciones captadas por el ojo, que pueden alcanzar el hipotalamo por
via supraquiasmaética a través del cuerpo geniculado lateral; o también, se puede transmitir
esta informacion directamente por el quiasma, las cintillas épticas, las radiaciones épticas
y alcanzar el cdrtex occipital; la informacién alli analizada se transmite a las estructuras
reguladoras del estrés, segin veremos mas adelante. La via auditiva, puede alcanzar el
hipotalamo por el lemnisco lateral. El sentido del gusto, recogido por los pares craneales
Vil, X y Xil, aicanza el nicleo del tracto solitario y posteriormente el nacleo parabraquial en
el puente; desde alll, las fibras se dirigen hacia el tdlamo y posteriormente al cértex y al
nicleo paraventricular. El glfato, alcanza directamente el cértex olfatorio y desde alli, a
través de la amigdala ventral y el subiculum, alcanza el hipotalamo.

En relacién con las interacciones entre el sistema limbico y e! hipotalamo, debemos
comenzar diciendo que el sistema limbico se halla -mas o menos desarrollado- en todas

las especies de mamiferos y, de hecho, se han publicado diversas experiencias que
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demuestran la relacién existente entre estas dos estructuras. Asi se ha visto que la
estimulacién eléctrica de estructuras limbicas, como son el septo, la amigdala o el
hipocampo, van seguidas de una elevacion en los niveles de corticosterona en plasma; en
tanto que la destruccién de las estructuras hipotalamicas, anula este efecto, demostrando
claramente la interaccion entre estas estructuras (FELDMAN y col.,1982).

Asimismo, se han localizado vias anatémicas que relacionan directamente las
estucturas limbicas principales con el hipotalamo; la amigdala conecta con el nicleo
paraventricular (NPV) por via de la siria terminalis o con una sinapsis previa en los nucleos
de dicha estria. Axones procedentes del hipocampo y del subiculum alcanzan el NPV a
través del tracto cértico-hipotaldmico.

El sistema limbico constituye la estructura esencial de toda esta integracién. Dicho
sistema se halla integrado dentro del cerebro del paleomamifero, en estrecha relacién con
el rinencéfalo o cerebro reptiliano. Constituye una estructura en forma de anillo, que se
dispone en torno al tronco cerebral, con otros elementos diencefalicos profundos
rodeados, a su vez, por el cerebro del neomamifero o neocértex. Dentro de éste,
distinguimos el sistema Imblico mesencefélico SLM (limbic midbrain system LMS) y el
sistema Imblco proencefélico SLP ( limbic forebrain system LFS). El primero -SLM- se
halla en conexién con la sustancia reticular activadora ascendente (SRAA) y tiene como
funcién alertar a todo el organismo; no se trata de una reaccién agresiva, sino de una
situacion de alerta y atencién. El SLP es el encargado de evaluar la situacién y elegir la
respuesta mas adecuada y para ello dispone de multiples interconexiones. En primer
lugar, unos tractos neuronales le conectan con el cértex temporal (SOLOKQOV, 1968)
recibiendo aferencias directas monosinapticas desde los bancos de memoria, lo que le
permite comparar lainformacién acumulada con la correspondiente a los nuevos estimulos.

Las conexiones con el I6bulo frontal aportan los patrones de comportamiento e integran
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la informacién sensitivo-motora; desde este punto de vista, algunos autores consideran al
l6bulo frontal como parte del sistema limbico.

Una vez integrada toda la informacion, el individuo toma una actitud que, en su
forma mas simple, puede ser de atagque o defensa (en cuya respuesta la amigdala juega
un papelimportante); o también, el organismo puede adoptar unarespuesta méas compleja.
La reaccién elegida es muy variable, en general es similar a la elegida en otra situacién
semejante que se haya producido previamente, si esta respuesta es adecuada, se extingue
la situacidn de alerta y el consiguiente estrés; pero si no lo es, la situacién de tensién

persiste (LEVINE y col,,1978). Puede producirse una situaciéon completamente nueva, en

Sefal adversa

(0 nuava) Septo-
@ Amigdala hipocampo
(ataque) (inhiblelon)
RECEPCION ” “

Alarma / \ Sistema limbico F
S. limbico ‘//' f '\\‘

mesencefalico 3. Frontal Temporal

/ A% {(memoria)

SR&‘-\ VALORACION

Vigilia-actlvaclon COMPORTAMIENTO
{stress) = APRENDIDO <
ﬂ / \ Ansiodad
espectacion

Respuesta Adecuado Inadecuado _/
neurcendocrina ¥ @ _J ( @ /

Fig. 1.-Representacion esquemética del proceso integrado de respuesta del sistema septo-
hipocampo frente a una situacién ambiental nueva.
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la que el individuo no sabe reaccionar y se origina entonces un fenémeno de inhibicién del
comportamiento, con lo que se encuentra en una situacién de méaximo estrés en la que
mantiene todas las defensas preparadas, y con un nivel de ansiedad maximo acompanada
de una sensacidn de desamparo, si es que puede admitirse este sentimiento en los
mamiferos inferiores (GRAY, 1982). El sistema septo-hipocampico es esencial en este tipo
de reacciones. En la Fig. 1 se representa de un modo integrado todo el proceso hasta
aqui descrito.

Por otfra parte, también consideramos oportuno resumir en la Fig. 2las interacciones
a nivel de SNC de un roedor, con indicacién de los neurotransmisores implicados en
determinadas vias. Este esquema nos permite representar mejor las dianas de los

sistemas monoaminérgicos y la intervencién de algunos farmacos.

TEMPORAL

I:,‘R 2.”1-.?:' Memoria \
anlicact Fantasia _ \ )
Juicio Ideacion SEPTO -HIPOC \ Ve

Atencion  NEQESTRIAD

focal
Mativacion

Fig.  1.-Esquema que relacciona diferentes zonas de la anatomia det SNC murino con su
funcién principal, indicando los neurotrasmisores implicados en cada caso.
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Por Gltimo, en cuanto a la via eferente de este complicado sistema neuro-humoral,
se articula sobre el eje hipotadlamo-hipofiso-adrenal, y sobre respuestas mediadas
directamente por el sistema nervioso auténomo. La regulacién del control de ACTH se
realiza por una doble via endocrina y nerviosa (FORTIER, 1951) y, mas recientemente, se
admite una doble via para el acceso de los estimulos productores de estrés a nivel
neuronal en las células liberadoras del factor estimulador de corticotropinas, o céluias CRF-
érgicas: la sistémica y la locai. Estas céluias CRF-érgicas se distribuyen por todo ef SNC,
pero se concentran principalmente en la parte medial y rostral del nacleo paraventricular
del hipotalamo. Este grupo celular es el implicado en la regulacién de la hipéfisis. El factor
estimulador de la liberacidn de corticotropinas (CRF), se produce en el nicleo
paraventricular (NPV) y se acumula en las terminales de la eminencia media, alcanzando
concentraciones 50 a 100 veces superiores; desde alli, se libera al sistema venoso portal
que comunica el hipotdlamo con la hipdfisis. El estrés puede actuar a nivel local
aumentando la producciébn de CRF y su concentracién en la eminencia media, o
cambiando a sensibilidad de los receptores CRF-érgicos.

El CRF liberado, alcanza a través del sistema portal hipofisario -que comienza y
acaba en capilares venosos-, las células productoras de ACTH, que disponen de un
receptor especffico en su membrana. Una vez producida la unién, este complejo CRF-
receptor se internaliza en la célula provocando la liberacién de ACTH y el aumento de su
produccion.

Existen otras sustanciasimplicadas enlacomunicacion hipotalamo-hipofisaria, como
son la vasopresina, la oxitocina, la angiotensina-2, el PIV, y otras aminas biégenas. Todas
estas sustancias actian aumentando ia liberacién de ACTH, ya sea directamente o como
neurotransmisores; o bien, através del CRF, aumentando su concentracion enlos capilares

Venosos,
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Una vez recordadas las vias anatémicas que canalizan la informacién aferente hacia
el SNC, revisaremos las interacciones que, a nivel del SNC, consiguen realizar un analisis
de cualquier situacién dada en el medioambiente, para elaborar una respuesta adecuada
ante un cambio de las condiciones del medio o una agresion determinada. Por tanto, cabe
decir que fa reaccion de estrés constituye la parte inicial de la respuesta, que se produce
por la interaccion de la informacién recibida por las vias antes citadas, con los datos
acumulados por el aprendizaje previo en el Iébulo temporal, las pautas de comportamiento
disenadas en el cértex frontal y la respuesta voluntaria condicionada en el sistema motor

0 mediante una respuesta somética condicionada por el sistema nervioso auténomo y el

neuroendocrine.

l.2.- SIGNIFICACION BIOLOGICA DEL ESTRES.

Todos los organismos, ya sean procariontes o eucariontes, han de enfrentarse al
medio ambiente para sobrevivir y han de responder, a veces, a estimulos potencialmente
daninos o perjudiciales, credndose asi una situacién de estrés. Sobre la base de la
variable naturaleza del agente estimulador o estresante, ALLEN y col. (1973) distinguen
entre cuadros de estrés de origen sistémico y cuadros de estrés de origen neural. Entre
los primeros cabe sefalar a los agentes fisicos (térmico, sénico o luminico), a los agentes
guimicos (liberacion de radicales oxidantes, etanol, metales pesados y otras moléculas
téxicas), y a los agentes biclégicos (privaciéon de nutrientes, disrupcién metabéblica, anoxia
celular e infecciones). El esirés neuropsicdégeno, sin embargo, aunque puede ir
acompanado de modificaciones fisioldgicas a nivel hormenal depende fundamentalimente
de la plasticidad neural en respuesta a estimulos medioambientales de caracter psicosocial.

Mientras que los agentes que producen estrés sistémico o fisiolégico pueden actuar

directamente sobre céluias ACTH de la pituitaria o bien mantener su accidén mediatizada
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por factores hipotalamicos; sin embargo, en los cuadros de estrés neurolégico, ia liberacién
de ACTH se produce tan solo por estimulacién a partir del hipotalamo.

Segun el nivel de organizacién en la escala biolbégica, y dependiendo del agente
estimulador, en toda respuesta derivada de una situacion de estrés entran en juego una
serie de proteinas especificas, péptidos u hormonas con los que se pretende mantener
invariable la homeostasis de cada ser vivo. En general, cabe afirmar que tanto las células
procariotas como las eucariotas, siempre responden a un rango variable de tipos de estrés
somético, desde el shock térmico hasta una interrupcién metabdlica {o, por una escasez
de nutrientes), con la sintesis de distintas proteinas que se encargan de proteger ala célula
de los efectos deletéreos de una situacién dafina por estrés. Mediante estas especiales
proteinas se facilita a la célula la reestructuracién de alguna de sus propias proteinas que

se hayan desnaturalizado en la situacién adversa.

l.2.1. Cuadros de estrés de origen sistémico.

Con propésito de actualizar el tema desde distintos puntos de vista, es posible
diferenciar tres situaciones de estrés fisiolégico, seg(in se relacione con el shock térmico
(LINDQUIST, 1986), con la patologia de infecciones (OPERMANN y col.,1981), o con el

sindrome general de adaptacién que depende del sistema nervioso central (SMELIK, 1987).

A) Estrés por shock térmico.

Cuando un tejido celular, un tejido explantado o un organismo completo queda
expuesto durante un cierto tiempo -que es variable seg(n las condiciones experimentales-
a un aumento de temperatura, surge una respuesta de carécter universal frente al estrés
térmico producido. Esta respuesta se traduce por la sintesis de un pequefo nimero de

proteinas cuidadosamente conservadas durante la filogenia (CRAIG, 1985; LINDQUIST y
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CRAIG, 1988). Dichas proteinas parecen tener funciones protectoras de caracter general
e intervienen en el crecimiento y desarrollo normales para mantener la homeostasis del
organismo, conociendose bajo la denominacién genérica de proteinas de shock térmico
PST (HSP = hot-shock proteins). Dichas PSTs existen en todos los organismos en los que
se ha investigado su presencia, tanto desde archibacterias a eubacterias como desde
plantas a animales.

En cuanto a la induccién de estas PSTs, varia en funcion de cada organismo y sus
condiciones medioambientales. Asi en células de Drosophila, que crecen normaimente a
25° C, la aparicion de proteinas de estrés térmico se revela a los cuatro minutos cuando
la temperatura se eleva de 29° a 38° C, que es cominmente su temperatura estival
(LINDQUIST, 1980); sin embargo, en bacterias terméfilas, que crecen habitualmente a 50°
C, las proteinas se inducen cuando se alcanzan los 60° C (DANIELS y col.,1984). En
peces del artico, que viven a 0°, se inducen las PSTs a temperaturas de 5° a 10° C; en
tanto que en el salmén o la trucha, el méximo de respuesta de las PSTs se observa a los
28°C, aproximadamente (KOTHARY y CANDIDO, 1982). Se ha demostrado la induccién
de PSTs en mamiteros durante los estados febriles elevados (LI y LASZLO, 1985a), y este
fenémeno es particularmente interesante, en el caso de patdégenos procariotas o eucariotas
que tienen ciclos celulares dimérficos en los que soportan temperaturas relativamente frias
en una de las fases de su ciclo vital y temperaturas més célidas en su fase parésita dentro
de! mamifero huésped. Este cambio va siempre acompanado de la induccion de una PST
como signo de su adaptacién termorresistente.

En general, segln datos de la revisién de LINDQUIST (1986}, se ha comprobado
que en organismos que crecen en un rango restringido de temperaturas, basta superar 5°
C por encima del éptimo de su temperatura habitual para que se produzca la respuesta
maxima; sin embargo, organismos con un amplio dintel térmico en su habitat, precisan una

elevacién subita de 10° a 15° C sobre su temperatura habitual.
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Al observar que otfras muchas agresiones celulares, distintas de las térmicas, eran
capaces de originar PSTs, se llegé a proponer el término de "protelnas de estrés'. Hace
pocos anos, se demostrd que muchas de estas proteinas estaban presentes y activas en
células normales, y que en ellas realizaban importantes funciones fisiolégicas; a partir de
entonces, se las comenzé a denominar "protectores moleculares" (molecular chaperones)
al tener en cuenta su papel mas generalizado como proteinas protectoras o de
mantenimiento en la célula (ELLIS, 1987; PELHAM, 1988).

En el caso particular del shock térmico, la induccién de las proteinas coincide con
la adquisicién de tolerancia a temperaturas mas extremas, aunque existe la creencia de que
en la termotolerancia podrian intervenir también otros mecanismos (LINDQUIST, 1986},
puesto que hay casos y circunstancias en los que la induccién de termotolerancia no se
correlaciona exactamente con la aparicion de las PSTs. Estudios de este tipo se han
realizado, bajo muy diferentes condiciones, con células de mamifero (LI, 1983; LI y
LASZLO, 1985; LI y WERB, 1982) e incluso con ratones vivos (LI y col.,,1983). Un senciilo
experimento de letalidad termo-inducida demuestra la participacién de las PSTs en la
proteccion frente a temperaturas elevadas. Basta establecer dos lotes iguales de cultivos
celulares u organismos sobre los que ensayar el fenémeno: uno de los grupos se somete
a una temperatura extrema y se mide la cinética de la letalidad; en el otro grupo, se induce
ta sintesis de PSTs sometiéndolo a una moderada elevacién de temperatura para, despues,
someter a dicho grupo a las condiciones extremas del primero, con el fin de valorar -en
analogas condiciones- a cinética de la termo-letalidad. De este modo se comprueba si
existe o no un significativo incremento en la supervivencia de los animales. Esta cinética
de induccién de termotolerancia coincide con la cinética de sintesis de PSTs y alcanza su
maximo cuando se flega a la plataforma de acumulacién de la PST (LANDRY y col.,1982),
mientras que el decaimiento de la termotolerancia coincide también con la degradacién de

estas PSTs (LI y LASZLO, 1985).
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B) Estrés bioléqgico por interacciones huésped-parésito.
Segdn datos suministrados por COLLINS y HIGHTOWER (1982), el virus de la

enfermedad de Newcastle desencadena una situacién de estrés en células de embrién de
pollo y estimula la acumulacién de PSTs y de mRNA. También PELUSO vy col. (1977),
encuentran que en casos de infeccién de células aviares por virus Sendai se estimula la
sintesis de varios polipéptidos celulares. Dichas proteinas fueron caracterizadas un afo
més tarde por los mismos autores (PELUSO y col.,1978), quienes comprobaron que eran
analogas a las sintetizadas por células transformadas por el virus del sarcoma de Roux y
también, en otros casos, a las proteinas que se sintetizan en situaciones en las que existe
carencia de glucosa en el medio de cultivo. Estas proteinas se caracterizaron como
moléculas de 86 KDa, la primera, que no se encuentra en experimentos posteriores, y otras
dos mas -de 99 KDa y 78 KDa, respectivamente- que se cbservaron en situaciones de
deprivacion de glucosa; y también, aunque en menor concentracién, en células no
infectadas por virus y cultivadas en condiciones normates (Mc CORMICK y ¢ol.,1979); e
incluso en células expuestas a inhibidores de la glicosilacion (POUYSSEGUR y col.,1977)
y a tunicamicina (OLDEN y col.,1979).

Cuando células no infectadas se someten a una situacién de estrés, la rapida
acumulacién de PSTs va acompanada por incrementos en 1a velocidad de sintesis méas que
por cambios en la velocidad de degradaciébn (HAIGHTOWER, 1980), habiéndose
demostrado ademas, que en el citoplasma existen niveles incrementados de un nuevo
mRNA funcional coincidente con estas situaciones de estrés (HIGHTOWER y WHITE, 1981;
KELLEY y col.,1980). En cualquier caso, la adicién de actinemicina D a las 3,25 horas
después de una infeccién viral, es capaz de bloquear el incremento de estas proteinas
sintetizadas "de novo" y de su mRNA funciona!l (COLLINS y HIGHTOWER, 1982). Una

simple interpretacién del fenémeno es que la respuesta a este estrés experimental es
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debida a un incremento en la transcripcion del gen iniciada despues de casi 3 horas y 15
minutos,

LA THANGUE y col. {1984) observaron que virus con grandes moléculas de ADN
del tipo herpes simplex (VHS), eran capaces de aumentar la acumulacién de proteinas de
estrés, cuyo papel se supone es el de una respuesta protectora. En células neuronales,
las infecciones con proliferacién viral, no son la tnica causa del estado de estrés, puesto
que VHS-1 y VHS-2 pueden permanecer en estado de latencia, mientras que al VHS-2 se
le ha implicado también en fendmenos de transformacién y oncogénesis (GALLOWAY y Mc
DOUGALL, 1983). Esta variabilidad en la respuesta a infecciones por VHS sugiere que
existen factores en la célula huésped que pueden determinar la resultante de la interaccién
virus-célula.

Se han descrito implicaciones relativas a reacciones de estrés en infecciones
bacterianas(KAUFMANN vy col.,1987), hasta e! punto de que YOUNG y col. (1988)
estudiando la respuesta inmunitaria a bacilos de tuberculosis y lepra, encontraron que
algunos antigenos exhiblan una extrafa similitud de secuencia con algunas PSTs ya
conocidas, lo que les llevd a afirmar que en estos casos existfan dos proteinas de estrés
que eran dianas inmunitarias frente a lepra y tuberculosis (YOUNG y col.,1988). Estas
proteinas, nominadas en funcién de su peso molecular, son la 71-KDa y la 65-KDa, que son
homélogas a las proteinas 60-KDa y GroEL encontradas en Escherichia coli ( BARDWELL
y CRAIG, 1984; LINDQUIST, 1986), Salmonella typhymurium y Coxiella (WODKIN vy
WILLIAMS, 1988), como una de las proteinas de estrés que, ademas, pueden utilizarse
como antigenos principales.

El papel de estas proteinas parece relacionarse con los sistemas de proteccién de
las bacterias frente al medioambiente hostil producido por los macréfagos del huésped en
presencia de los patégenos bacterianos (CHRISTMAN y col.,1985; MORGAN y col.,1986).

Efectivamente, se ha comprobado que el muramil-dipéptido (MDP), que es una molécula
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derivada de las estructuras periféricas del M. tuberculosis, tiene algunos efectos adversos
de naturaleza pirogénica (DINARELLO y ROSENWASSER, 1981), aunque existan algunos
analogos sintéticos del MDP que carecen de estas propiedades, como sucede con el 3'-n-
propil-MDP {(DAMAIS y col.,1982). Pues bien, la primera de estas moléculas es capaz de
producir cuadros de distress en cobayas, que son originados por el factor FEC (“factor
estresante de cobayos") producido en los macréfagos sometidos a una estimulacién por
MDP (BYARS, 1984). Sin embargo, la molécula 3'-n-propil-MDP conserva sus propiedades
inmunocoadyuvantes pero carece de toxicidad. En cuanto a protozoos paréasitos, también
se encuentran proteinas de estrés por shock térmico del tipo 70-KDa en Plasmodium
(BLANCOYy col.,1986), Schistosoma mansoni(HEDSTROM y col.,1987) y en lafilaria Brugia

malayi (SELKIRK y col.,1988).

C) Estrés psiconeurégeno y mecanismos de adaptacién.

Desde los tiempos de Darwin en 1871, se piensa que la supervivencia de las
especies entrafa una ventaja evolutiva que se logra a expensas de una capacidad de
adaptacion al medioambiente. Casi cincuenta afos mas tarde, en el concepto de
"emergencia” sugerido por CANNON (1915), se admite que una adaptacién al desafio del
medioambiente puede ser el resultado de una relaciéon entre cerebro, comportamiento y
sistema endocrino, particularmente del sistema adrenomedular. Hoy esté perfectamente
admitido que para adaptarse alas demandas, tanto sociales como del medicambiente, los
seres humanos y los animales requieren una concatenacién de respuestas que afectan
tanto al sistema auténomo como a interacciones neuroendocrinas y al metabolismo, para
gue mediante ellas se pueda mantener una homeostasis mental y corporal.

Asl, cualguier estimulo que pueda causar una desviacién de valores o situaciones
pre-establecidas en la vida de un ser puede originar un cuadro de estrés, que el organismo

deberé intentar corregir en sentido opuesto para preservar la constancia det medio interno,
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lo que se consigue mediante una adaptacién a expensas del SNC. En cualquier proceso
de adaptacién psicoldgica existe una permanente y amplia interaccién entre el organismo
y su medio. En los humanos, este tipo de adaptacién conlleva unos intentos de ajustarse
alas variables sociales. Los cambios més angustiosos demandados por el medioambients
alos humanos no son de naturaleza fisica, sino que son cambios con un profundo impacto
emocional. SELVE (1950) en su teoria del estrés, sefiala al cértex adrenal como el principal
organizador de las respuestas adaptativas a las diversas demandas del medio. En gstas
respuestas de estrés psiconeurégeno -que implica una interaccién de mensajeros
quimicos- participa la activacién del eje hipéfiso-adrenocortical, desencadenando lo que
se ha dado en llamar "sindrome general de adaptacién". En dicho sindrome se puede
apreciar una triada sintomatolégica compuesta por hipertrofia adrenal, involucion del timo
y Ulcera gastrointestinal.

En todos aquellos casos en que la adaptacién hace necesario un ajuste emocional
y de comportamiento, resulta esencial la participacién de estructuras del sistema limbico,
incluyendo en estas funciocnes adaptativas: a) una integracién de la informacién sensorial;
b} un aprendizaje; ¢} una planificacién del comportamiento; d) unas respuestas motoras;
y €) un ajuste neuroendocrino. Todo ello nos ha de servir para mantener nuestro equilibrio
en la continua lucha por la existencia.

En el sistema limbico cabe distinguir dos partes, como se explicd anteriormente,
segdn que la respuesta afecte a la parte media del cerebro ("limbic midbrain system") o a
la parte anterior ("limbic forebrain system'). En el primer caso, a través del sistema
activador reticular ascendente (SRAA), se desencadena una reaccién del sistema de
vigilancia o alerta general cuando se percibe un estimulo que puede ser significativo para
la supervivencia. Dicho estimulo puede ser nocivo, amenazador o de recompensa, pero
la atencién o curiosidad y viveza para la accidon de responder se incrementa cada vez que

este se produce. En cada caso, los sistemas fisiclbgicos de accidon subordinada que
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conllevan estas respuestas estén activados, principalmente, a través del sistema nervioso
auténomo.

Siesquematizamos segin SMELIK (1987) los distintos acontecimientos involucrados
en una respuesta de adaptacion a un estimulo que surge del medio (Fig. 3), habremos de
distinguir, en primer lugar, el efecto sobre el SRAA por lo que en terminologia sajona se
ha dado en llamar "reaction arousal' y que no es otra cosa que la respuesta primaria del

estrés; ésta equivale a la reaccién de alarma citada por SELVE {1950) y es una respuesta

Medioambiente:

Sliyaglion gcomprometida que
desanoudens una nusva sefial

Sist. reticular Sistema
activador limbleo

l "

Sistema de Sigtems de
vigllancia valoracion
e b
Alerta \ Clroulton dal / Expecta-
activa somportamiento tivas
campeildor
AGABADO
Respuesta Insegurldad
neurgendocrina ansledad

refuern termina

Fig.  3.-Representacién esquemética de los diversos acontecimientos involucrados en
respuestas de adaptacién a estimulos medioambientales.
L

no condicionada, préxima a los reflejos orientativos de PAVLOV. Segln esto, dichas

reacciones de alarma forman parte del comportamiento diario y no constituyen una
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reaccion de emergencia sino una respuesta de reflejo adaptativo primario a sefiales
biolégicamente significativas.

Cuando se percibe una de estas sefales se hace preciso iniciar una respuesta;
para ello, el animal evaluar4 ia situacién antes de decidir el comportamiento a seguir. Dicha
evaluacion tiene lugar en el sistema limbico anterior del cerebro, donde se compara la
nueva situaciébn con experiencias previas y se cuantifica la significacién del estimulo
examinando en paralelo la informacién previa almacenada y los nuevos datos (SOKOLOV,
1963). Entonces, el hipocampo recibe la informacién almacenada en el I6buio temporal
('recuperacién de memoria”) y suministra un mapa espacial que, orientado sobre el
medicambiente actual, permite tomar decisiones o hacer predicciones acerca de la
expectativa de acontecimientos. Cuando la sensacién es de seguridad ¢ tiene un sentido
de provecho, la reaccién de vigilancia o alarma se extingue y la respuesta de estrés
desaparece; por el contrario, si la expectativa es incierta o inquistante, o incluso negativa
porgue un dano cierto existe, entonces la reaccion de alarma se mantiene y avisara de que
deben tomarse acciones defensivas frente al nuevo acontecimiento.

En esta planificacién de la respuesta del comportamiento, el I6bulo frontal, que
también puede ser considerado como del sistéma limbico puesto que existen importantes
conexiones directas entre el cortex pre-frontal y las estructuras limbicas del cerebro medio,
es capaz de integrar y controlar todo e proceso informativo, estableciendo una asociacion
entre el flujo de informacién sensorial y la carga emocional desde las areas del sistema
limbico. Una vez juzgada la situacion real, se toma una decision sobre el comportamiento
a seguir para eliminar el peligro o dafo inminente. En esta disyuntiva de realizar o evitar
un enfrentamiento, la amigdala juega un papel primordial.

En las situaciones de enfrentarse a un nuevo acontecimiento inesperado, también
puede suceder que no se encuentre una respuesta adecuada o que se bloquee la

capacidad de respuesta ("sensacion de desamparo'). En tal caso, segin GRAY (1982), se
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produce una inhibicién del comportamiento o congelamiento ("freezing” para los sajones)
en la que como decisidn preferente se adopta la de no hacer nada. Esta estrategia
obedece a una actividad del sistema septo-hipocdmpico y se caracteriza por el
mantenimiento de un alto nivel en la actividad del sistema de alarma o vigilancia, con una
marcada sensacién de alerta y anticipacion de la ansiedad. Con ello, toedos los
mecanismos de defensa permanecen en situacién de alarma, el estado emocional es tenso
y ansioso, prevaleciendo la sensacidn de desamparo. En la actuaiidad esta situacién es
considerada como la de méximo estrés en un individuo. Segun LEVINE y cols. (1978), es
posible salir de esta grave situacién mediante un comportamiento de adecuada serenidad
que facilite la desaparicién de la ansiedad; con ello se extinguira la reaccién de atarma y
se atenuaré el estado de activacién neuroendocrina. Este comportamiento significaria que
se ha producido una adaptacién adecuada mediante un comportamiento competitivo.
Eventualmente, esta capacidad de competicién reduce las consecuencias patoldgicas de
las situaciones de estrés; por el contrario, actitudes de conflicto, desamparo y frustracion
agravan profundamente los sintomas del estrés.

Ante esta problematica, resumida en la Fig. 3, parece claro que el sistema lmbico
es esencial para controlar la adaptacién al medioambiente, no sélo en cuanto a la
participacién de las estructuras cerebrales afectadas por los mecanismos especificos de
la adaptacidn sino también en el sentido de que las respuestas emocional y de
compartamiento son fundamentales para conseguir el é&xito en la adaptacién al
medicambiente.

En cuanto al ajuste neuroendocrino que permite completar esta adaptacién al
medioambiente, iniciada mediante la plasticidad del sistema neural, se realiza a través de
una red de senales que ponen en marcha una serie de cambios quimicos y morfolégicos
en determinadas poblaciones de neuronas y células gliales (Fig. 2} en las que se plasma

larespuesta adaptativa del cerebro. El sisterna endocrino esta estrechamente regulado por
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el cerebro, a través del hipotdlamo y la hipéfisis; debido a esto, la interaccién reciproca
entre hormonas y cerebro proporciona una ruta por la que pensamiento y emociones
pueden influir en la secreccién hormonal. Es decir, que los sistemas nervioso y endocrino,
através de sus complejas interrelaciones, consiguen que el comportamiento, conocimiento
y afecto puedan influir en la estructura y funcién del cerebro.

Los ejemplos mas significativos de la interaccion neuro endocrina son concernientes
con aquellos acontecimientos de la vida animal asociados con el ciclo actividad-suefio y
con la acomodacién del comportamiento a experiencias vitales de tensién. El eje cerebro-
hipofisis-suprarrenales juega un importante papel coordinador de la actividad diaria en
acontecimientos relacionados con el ritmo vigilia-suefio, y en aquellos que median en la
capacidad del animal para soportar las situaciones de estrés.

Mc EVEN y BRINTON (1987}, al revisar los fenémenos de activacién, adaptacion y
atrofia dependientes de la accién de esteroides adrenaies en el cerebro, resalan la
existencia de procesos fundamentales en el eje hipéfiso-adrenal, como son las variaciones
diurnas en cuanto a secrecciones y un efecto estimulo-dependiente que se produce
durante actividades inducidas por situaciones de estrés. Cada patrén de comportamiento
permanece asociado con diferentes efectos de la secreccién adrenal sobre el cerebro y da
lugar a resultantes de activacién o de adaptaciéon. Durante el ritmo diurno de secreccién
adrenocortical, los glucocorticoides ejercen efectos activadores que se sincronizan en el
cerebro para mejorar algunos aspectos especificos de la funcién cerebral. De este modo,
el ritmo glucocorticoide sincroniza los patrones de secreccién det CRF y ACTH que, a su
vez, controlan la produccion de esteroides adrenales (CHEIFETZ y col.1968; HIROSHIGE
y SAKAKURA, 1971).

Tanto en especies nocturno-activas como la rata, como en las diurno-activas (de
las que es un tipico ejemplo la especie humana), los glucocorticoides aumentan antes de

despertarse et individuo. Este incremento estimula actividades exploratorias (Mc INTYRE,
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1979, VELDHUIS y col.1982) y comportamientos en busca de alimento (JHANWAR-UNIYAL
y col.1986), los cuales aparecen asociados al comienzo del periodo activo. La anticipacién
de alimentos act(la como un estimulo poderoso en Ia rata, puesto que al modificar el
momento de alimentacion se puede desplazar el méximo de secreccién de corticosterona
{(HONMA y col.1984; KRIEGER, 1974). Por el contrario, si se practica una adrenalectomia,
con la consiguiente variacién diurna en el nivel de glucocorticoides, se producen
incrementos de eficacia sinéptica en el hipotalamo durante las horas de vigilia (BARNES
y col.1977; DANA y MARTINEZ, 1984), desplazandose este maximo de actividad en unas
12 horas y apareciendo el éptimo de la funcién sindptica durante el periodo del suefio
(DANA y MARTINEZ, 1984), incluso aungue, en estas ratas adrenalectomizadas (ADX), las
variaciones diurnas de suefio y actividad sean mantenidas en una interrelacion de fase
normal (MICCO y col.1980). Si en estas condiciones de experimentacion se implanta un
pellet subcutaneo de cortisona que mantenga el nivel hormonalt en las ratas ADX, se origina
el fendmeno de "suefio paradéjico", en el que no se interrumpe el patrén diurno de suefio
y actividad, sino que se aumenta la actividad al final del periodo de vigilia aunque también
aumente el suefio al comienzo del periodo de descanso {MICCO y col.1980).

Cuando en pleno ritmo diurno se superpone una situacién de estrés que induce una
actividad hipéfiso-adrenal, se pone en movimiento un periodo adicional de adaptacion: en
primer lugar, las secrecciones adrenocorticales retroactian sobre el cerebro y la hipdfisis
para terminar esta actividad hipéfiso-adrenal inducida por el estrés (KELLER-WOOD y
DALLMAN, 1984); y después, a consecuencia de éste, se producen efectos retardados y
prolongados que se hacen patentes algunas horas més tarde, como pueden ser una
depresién de la actividad locomotora y una disminucién en la ingesta alimentaria. Si esta
situacién de estrés se prolonga o repite, la actitud depresiva puede retornar a una situacion
normal si se produce una adaptacién (KENNETT y col.1985). En estos procesos de

adaptacion a situaciones de estrés, la respuesta neural puede funcionar correctamente, ya
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sea oponiéndose a los esteroides adrenales o bien mediante una modificacién de
respuesta. En el primer caso, vemos que la respuesta dei SNC a serotonina aumenta en
los casos de estrés repetido (KENNETT vy col.1985) y este efecto es contrarrestado, al
menos parcialmente, por el aumento de glucocorticoides que se produce durante el estrés
(DICKINSON y col.1885). En el segundo caso, la adaptacién se produce a expensas de
una disminucién de la sensibilidad noradrenérgica (STONE, 1983), lo que puede modificar
también la acumulacién de AMP ciclico (ROBERTS y col.1984).

Cuando una situacién de estrés es muy prolongada, llega a producirse una atrofia
neuronal, como en los casos de envejecimiento. Esta situacién representa un nuevo
aspecto de la accion de los glucocorticoides, que es completamente distinta a las de
activacién y adaptacién. Dicha atrofia representa un incremento de la pérdida neuronal
producido por excitotoxinas (SAPOLSKY, 1985; 1986) y por un cuadro de hipoxia, que es
capaz de elevar el nivel de aminoacidos excitadores (SAPOLSKY y PULSINELLI, 1985).
Estos efectos nocivos pueden ser contrarrestados por infusiones de sustancias
productoras de energfa que sean faciimente metabolizables (SAPOLSKY, 1986a).

De acuerdo con lo revisado por Mc EWEN y BRINTON (1987) en relacién con el
estrés, es evidente que el efecto de los glucocorticoides tiene relaciéon con una respuesta
de adaptacion prolongada en la que interviene el hipocampo y otras regiones del cerebro.
Segun el tipo de adaptacién a las circunstancias que producen el estrés, pueden existir
diferencias individuales que conduzcan a situaciones que pueden llegar a ser beneficiosas
0 bien psicopatologicas; aunque todavia no se conoce exactamente coéOmo resulta
involucrado el mecanismo de hipersecreccién adrenal con ciertas patologias como la
depresién enddgena, el sindrome de Cushing, o la enfermedad de Alzheimer en la que
existe destruccién de neuronas.

Desde el punto de vista neuroendocrino, en esta resultante adaptacién-estrés,

segin que el organismo sea o no capaz de corregir la desviacion de los valores pre-
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establecidos en un medioambiente determinado, intervienen fundamentalmente los sistemas
monoaminérgicos puesto que existen neuronas que transmiten su informacién a través de
la liberacién de noradrenalina, serotonina o dopamina (Tabla{). También existen neuronas
cuyos mensajes son cursados mediante liberacién de neuropéptidos y péptidos opioides,
pero sus mecanismos y manipulacién farmacolégica resuttan menos conocidos.

La participacion del sistema noradrenérgico aparece involucrada en una reaccién
de alarma que, en palabras de GRAY (1982), se traducen por “mantén atencion, ésto
puede ser importante y necesita un cuidadoso control'. De este aviso se encargan grupos
celulares situados en el Jocus ceruleus, en el tegumento dorsal, proyectandose hacia las
partes principales del sistema limbico y el cértex. Se ha sugerido que situaciones en las
que se tiene asumida la condicién de impotencia o desamparo conducen a un déficit de
activacién motora como resultado de una deplecién de los depésitos de noradrenalina
(GLAZER y WEISS, 1975). Ofras rutas noradrenérgicas importantes son: a) la que
conduce hacia el hipotalamo, mediadora de agresividad y de los comportamientos relativos
a sensaciones de hambre/sed: y b) la que afecta a fa regulacion autondmica.

El sistema serotonérgico, esta involucrado principaimente en el control de las
reacciones emocionales frente a experiencias desagradables (dolor y estimulos adversos),
e interviene en los ritmos circadianos y suefio. La respuesta se origina en el nicleo del
rafe y se proyecta en forma difusa hacia estructuras mas elevadas con el fin de informar
al sistema limbico y mediatizar especificamente al sistema de inhicién del comportamiento
que se relaciona con el septo-hipocampo. Asi es posible contrarrestar experiencias
emocionales negativas, provocando una relajacién o incluso satisfaccién e inercia. Segun
SMELIK (1987), da laimpresién de que, en cierto sentido, este sistema es la contrapartida
central del parasimpético en la periferia. Ello hace que este tipo de respuesta se asocie
siempre con el talante o genio del individuo y que los estados depresivos tengan algo que

ver con &l funcionamiento inadecuado de dicho sistema serotonérgico.
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Tabla I

.-Participacién de los sistemas monoaminérgicos

adaptacidén al medio ambiente.

en las respuestas neurocendocrinas de

AMINAS BIOGENAS

SISTEMA ACTIVADO

SISTEMA INHIBIDO

~Vigilancia general no especifica -Sedacién
-Alerta escudrifiadora -Apercibimiento lento
Noradrenalina -Anticipacién de tensidn -Apatia

-Prontitud de accidén -Inhibicién Psicomotora

~-Agresividad ~Sumisidn

-Satisfaccién Talante negativo
Serotonina -Relajacién ~Ritmos diurnos perturbados

-Ritmos diurnos normales -Insomnio

~Inhibicién motora ante estimulos ~-Desasosiego

adversos

-Comportamiento motor ceoactivo -Perturba la coordinacién motora
Dopamina -Motivacién del comportamiento ~-Indiferencia emocional

emprendedor
-Facilita el sistema gratificante
-Atencidn selectiva

-Inhibe el sistema gratificante
-Incapacidad de enfocar la
atencién

*Modificado de Smelick

£ "uQIosnpoN]



Laintervencidn del sistema dopaminérgico en los fenémenos de adaptacioén, resuita
algo mas compleja, puesto que se puede considerar dividido en varios subsistemas. Entre
ellos, fas neuronas mesolimbicas y mesocorticales son las que més participan en los
procesos de adaptacién; las primeras, en los procesos de estimulo compensatorio o
gratificante y también en todos aquellos comportamientos motivados hacia algo positivo
(\WVERSEN, 1977; WILLNER, 1983); en tanto que, las segundas son cruciales para enjuiciar
y planificar dicho comportamiento (GLOWINSKI, 1977). Este sistema facilita la iniciacién de
actividades dirigidas al éxito, mientras que su inhibicién conduce a la indifierencia
emocional y falta de iniciativa, También se ha visto que la proyeccion dopaminérgica hacia
el cortex pre-frontal conlleva una atencién de enfoque preferente (SMELIK, 1987), de tal
modo que si se producen novedades importantes, éstas se conduciran como de tipo
estimulante hacia esa zona sin producirse diversificacién ailguna hacia otras éreas
estimulables. Esta persistente hiperactividad sobre el sistema, puede conducir a una
preocupacion compulsiva hacia ciertos objetos e ideas y elio puede originar los cuadros
de psicosis.

En todos estos comportamientos de adaptacién psiquica al medio ambiente puede
haber también una intervencién del sistema opioide modulando las respuestas, aunque
como se ha indicado anteriormente su funcionamiento es menos conocido, y de aqui gue
sea mas dificil la manipulacién farmacolégica de sus funciones adaptativas. SMELIK
(1987), apunta que existen indicios de que el papel jugado por este sistema opioide se
lleva a cabo modulando la liberacién de transmisores monoaminérgicos. Parece que su
accion fisiolégica, que es de gran amplitud, tiene que ver con la restauracién del equilibrio
entre sentimientos de felicidad y desgracia, guiando el comportamiento animal hacia los
estimulos gratificantes y evitando los adversos. Sin este sistema de castigo/recompensa,
el animal no evitaria dafos o lesiones y no perseguiria comer o aparearse. Quiza resida

aqui el hecho de que la manipulacidn en un sistema tan importante para el organismo sea

Introduccién. 26



susceptible de alcanzar la farmacodependencia. Varios de estos sistemas intervienen a
nivel del hipotalamo, que puede ser considerado como una parte del sistema limbico,
aunque relacionado con la periferia, puesto que recibe y coordina toda aquella informacioén
que permite regular funciones corporales tales como funciones motoras, actividades
metabdlicas y vegetativas, homeostasis arganica, secrecciones hormonales y tono visceral,

De los distintos opioides que intervienen en fos numerosos parametros fisioloégicos
del organismo animal, son las dinorfinas las que parecen mas particularmente implicadas
en situaciones trauméticas, sobre todo en respuestas a cuadros de shock o estrés
(HOLADAY y LOH, 1879). En casos de estrés por agresién en las extremidades se
producen aumentos de dinorfina en el hipotalamo y disminuciones en la hipéfisis anterior
y también en algunas partes de la médula espinal (MILLAN y col.1981); también se ha
comprobado en ratas, una liberacién de dinorfina mediante estimulacion bilateral de los
nervios ciaticos o por lesion de las aimohadillas plantares (YAKSH y c0l.1983). Existe
evidencia de que la dinorfina interviene de alguna manera en la respuesta inflamatoria,
puesto que es capaz de producir una liberacién dosis-dependiente de histamina a partir
de mastocitos (SYDBOM y TERENIUS, 1985) e inducir una extravasacién del plasma
{CHAHL y CHAHL, 1986) aunque estos dos efectos no son blogueados por naloxona: ello
hace pensar que se producen a traves de receptores no opioides.

Pese atodo lo anteriormente dicho, existe evidencia de que el patron de respuestas
neuroendocrinas frente a situaciones de estrés no siempre es el mismo, sino que depende
del status social y emocional de cada individuo, lo que propicia un diferente grado de
afectacidn del subsistema correspondiente en funcidn del grado de ansiedad vy
vulnerabilidad de cada uno. E&n el esqﬁema de la Fig. 4, de acuerdo con los datos
facilitados por distintos autores inciuidos en la revisidén de BOHUS y col. (1987), hemos
intentado establecer una comparacién sistematica de las variaciones entre comportamiento

y respuesta neuroendocrina en situaciones de estrés dependiendo de la personalidad del

Introduccién. 27



individuo. Como puede verse, segin que el animal tenga un carécter activo o pasivo las
respuestas seran completamente distintas asi como la resultante frente a un estado de
ansiedad, apareciendo dominados por el sistema simpaético los animales activos mientras

que en los pasivos es el parasimpatico el que prevalece.
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del simpatico
| Caracter individual activo T
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Fig. 4.-Influencia de Ia personalidad individual en las variaciones entre el compottamiento
y respuesta frente a situaciones de estrés.
]

Estd demostrado que las agresiones sociales y psicolégicas resultan ser los
estimulos méas adversos para originar situaciones de estrés y activar los sistemas
hormonales (MASSON, 1968), estimulando la liberacién de neuropéptidos y otros
mensajeros hormonales capaces de modular el comportamiento (De WIED, 1968); a ello

se debe posiblemente la plasticidad del proceso adaptativo.
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El concepto de estrés psiconeurdgenc nos lleva a resaitar la importancia de
distintos factores que interactian entre si; éstos son la personalidad, situacién
medioambiental, tipo de estimulo, etc.; su resultante es la que va a inducir perturbaciones
funcionales en elindividuo, llegando a producir patologias clinicas perfectamente definidas.
Son varios los grupos de investigadores que han observado alteraciones del
comportamiento que conducen a una patologla cardiovascular, o a la aparicion de Glceras
gastrointestinales, inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, crecimiento de tumores,
etc. (BASSETT y CAIRNCROSS, 1976; WEISS, 1968, ANISMAN y col.1979; SKALAR vy
ANISMAN, 1979).

Segin el modelo propuesto por BOHUS y col. (1987) para la aparicién de una
enfermedad psicosomética, se distinguen cinco elementos o fases desde el punto de vista
neuroendocrino: a) el cerebro, en permanente vigilancia, activa o inhibe sistemas
fisiolégicos y neuroendocrinos que provocan respuestas de comportamiento inespecificas;
b) se produce la liberacién de las hormonas del estrés que activan sus receptores, tanto
en la periferia como en el cerebro; ¢) gracias a estos cambios, el cerebro pasa de su
estado inicial a una situacién de "cerebro integrado" frente al nuevo estimulo (adoptando
una actitud que depende tanto de factores genéticos como de las experiencias adquiridas);
d) concluye el proceso informativo, que condiciona la aparicibn de una respuesta
neurcendocrina integrada en un comportamiento més especifico; y e) como resuttante
final, puede implantarse un estado de bienestar o un desequilibrio que desencadene una
enfermedad psicosomatica.

De aqui que BOHUS y col. (1987), en su revisidén del concepto de estrés desde un
punto de vista de fisiologia del comportamiento, dentro de las interacciones
neuroendocrinas, atribuya un importante papel a los neuropéptidos y consideren al cuadro
de estrés como una respuesta bioldgica general frente a las demandas corporales y

mediambientales, lo que conlieva usualmente una respuesta funcional.
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En cualquier caso, estas situaciones de ansiedad, ya sea en un animal sano o
enfermo, dependen de la interaccién de muy diversos factores situados a dos niveles. En
uno de ellos se distingue: ) el control o prediccién de la situacién medioambiental del
afectado; i) las caracteristicas individuales en su estrategia de competicién; ii) ias
propiedades del agente estresante en cuanto a frecuencia y duracién; iv) sila respuesta
propiamente dicha condicionada por esta nueva situacién es de caracter especifico o
inespecifico; y v) el estado normal o patolégico de los sistemas fisiclégicos del propio
organismo afectado. Pertenecen al otro nivel: i) el sistema nervioso central, cerebro y
sistema nervioso auténomo; ii) sistemas de érganos periféricos; y i) sistema
neuroendocrino.

En relacién con los mecanismos moleculares de integracién neuroendocrina, pese
a que en los Gltimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de la transmisién
sindptica (BARCHAS y col.1978; KRIEGER, 1983), todavia existen incégnitas sobre la
reacién entre el comportamiento en situaciones de estrés, y los cambios moleculares a
nivel celular. Efectivamente existen abundantes y variados receptores, localizados en
diferentes grupos celulares de la hipéfisis, con capacidad para liberar méas de un segundo
mensajero; asimismo, se localizan conjuntamente grupos de neurohormonas en neuronas
secretoras que se relacionan con el sistema portal hipofisario. Esto permite afirmar que la
hipdfisis controla el sistema como un conjunto y estd sometida a una regulacién
multifactorial en la que es importante conocer: (como estas células de la hipofisis son
capaces de integrar toda esta complejidad de mensajes? y icomo las estructuras
hipotalamicas llegan a coordinar la emisidn de sefiales multiples dirigidas a la hipdfisis?

Como resumen de los mecanismos de integracién de mensajes complejos, diremos
que, en su mayor parte, las sefales que llegan a la hipéfisis son mediatizadas por
receptores acoplados a adenilatociclasa o fosfolipasas, dando lugar a diferentes modos de

transduccién de sefiales ( Fig. 5), aunque exista un modo universal de acoplamiento
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Fig.  5.-Esquema de una posible regulacién multifactorial en la que se resume la integracién
de mensajes complejos que llegan desde el hipotdlamo a la hip6fisis, y que pueden dar
lugar a diversos modos de trasduccién de sefiales.

bioldgico en todos los tejidos. La mayor diferencia entre células, que permiten una lectura
selectiva entre las distintas dianas, no depende de un diferente modelo de recepcion de
las sefiales elementales sino del particular reagrupamiento de céiulas selectivas que
modifica el acoplamiento de sus propias cadenas metabdlicas. Asi, las prostaglandinas
producidas por activacién de la fosfolipasa C pueden, a su vez, activar la adenilatociclasa
(ROBERTSON, 1986) y de este modo amplificar un mensaje inicial de una hormona
fosfolipido-dependiente. En el sentido inverso, los nucledtidos ciclicos AMPc o GMPc

también pueden actuar, por un proceso de retroalimentacion, sobre ia fosfolipasa C y
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detener su actividad bloqueando la movilizacién del calcio y terminar un mensaje iniciado
mediante el acoplamiento de ciclasas (WATSON vy col. 1984).

La emisidn de las sefiales muitifactoriales necesarias para el funcionamiento del
sistema se realiza a través interconexiones a través de numerosos axones colaterales.
Estos elementos neuronales, funcionando como marcapasos, generan controles pulsatiles
de distintas neurohormonas. Los circuitos hipotalamicos desarrollan estimulos neuronales
que liberan opioides-dopamina u opicides-somatostatina, segun los casos, para el control
de las neurohormonas en el mantenimiento de la homeostasis. La Fig. 5 da una idea de
ta complejidad del sistema, en cuanto a la participacién de neuropéptidos y transmisores
involucrados en los sistemas de transmision de sefiales desde el hipotalamo a la hipéfisis,
obtenida de acuerdo con datos revisados por KORDON y col. (1987). Estos autores
sugieren la existencia de un sistema codificado en el que la selectividad de un mensaje
hipotalamico a la hipéfisis no depende de una senal simple, sino mas bien de
combinaciones de senales que transportan diversos mensajes de acuerdo con la ruta o
clave empleada. De esta forma, segin puede deducirse por la figura, el papel
representado por cada conjunto de senales refleja una situacién animica y cualquier
alteracién en la clave puede provocar un desequilibrio que conduce a una situacién de
estrés. Esta alteracion de ia homeostasis puede producirse, bien a nivel de las sefales que
transportan el mensaje biolégico, o bien modificando las que estan involucradas en la
direccién o destino del mensaje.

Con lo hasta aqui resumido, y teniendo en cuenta los elementos que intervienen en
la relacidén individuo-medioambiente, cabe distinguir dos componentes en las situaciones
de ansiedad: i) un componente Inespecffico de la respuesta de estrés, que tiene su origen
en |a activacién o inhibicién del comportamiento y de los sistemas fisiolégico y endocrino,
y i) el componente especfico de la misma, que se aicanza después de interactuar la

situacion medioambiental seglin posibilidades de control y prediccién, la estrategia de
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competicién (individuos pasivos o activos), las propiedades del agente estresante y el
sistemaorganico (cardiovascular, metabdlico, etc.). Todos estos factoresjuntos determinan
la magnitud, el patrén temporal y el indice de respuesta en cada situacién determinada, en
la que también tienen gran significacién las caracteristicas personales del individuo en
relacion con el medio y el momento de intervencion del agente estresante, asi como la ruta
por la que se organizd el patrén de respuesta especifica.

De este modo, segin la situacién estado neuroendocrino del cerebro, se puede
llegar a un estado de salud o enfermedad dependiendo del equilibrio de la mente y el

cuerpo.

1.3.- EFECTOS DEL ESTRES SOBRE LA INTERACCION NEUROINMUNE.

Estudios neuroanatémicos, neuroquimicos y neuro-endocrinoiégicos revelan la
existencia de relaciones funcionales entre los sistemas nervioso central y auténomo, y el
sistema inmune. Desde el punto de vista anatémico hace tiempo que se descubriera la
organizacién en la que permanecen asociados érganos nerviosos e inmunes que propician
los fenémenos de inervacion propia de la médula ésea (KUNTZ y RICHINS, 1945), timo
(HAMMAR, 1935), bazo (LIVETT y col., 1968) y nédulos lifaticos (GIRON y col., 1980). De
tal modo es ésto, que lesiones neurolégicas en dichos organos pueden facilitar el que a
su vez se originen alteraciones inmunitarias a partir de! hipotalamo (CROSS y col., 1980}
u otras areas cerebrales, ya sea en refaciéon con el diencéfalo (HALL y col., 1978) o con el
neocdrtex (RENOUX y col., 1980; 1982). Asimismo, es posible encontrar fibras del sistema
simpético que penetran hasta la misma pulpa blanca del bazo donde se localizan los

linfocitos capaces de reconocer y reaccionar frente a un antigeno (REILLY y col.,, 1876).
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Desde el punto de vista neurobloquimico, también en las células responsables de
la respuesta inmune -los linfocitos-, junto con otros receptores que influyen en la
inmunomodulacién (HADDEN, 1983), se han encontrado receptores para agentes
dopaminérgicos (LE FURy col., 1980), para acetil-colina (RAIMOND y col., 1984) e incluso
para endorfinas, que son moduladoras de respuestas neurscinmunes (BESEDOVSKY y col.
1983). Estos receptores opioides, encontrados en células inmunocompetentes, y de cuya
revision se ocupan SIBINGA y GOLDSTEIN (1988), no estédn todavia plenamente
caracterizados, y su significacién en determinadas respuestas inmunitarias se considera
en funcién de que puedan ser o no bloqueados, o revertidos, por la presencia de
naloxona.

La integracion a nivel funcional endocrinolégico de los sistemas nervioso e inmune
empezd a sospecharse desde que las modificaciones en la actividad eléctrica de neuronas
localizadas en la zona basal media del hipotédlamo eran capaces de producir cambios a
nivel de la neurotransmision, y estos iban acompanados de variaciones en una respuesta
inmunitaria (BESEDOVSKY y col. 1977;1977a;1979). Otros indicios funcionales de las
interrelacionesinmuno-neuroendocrinas puedenencontrarse enlasdistintas modificaciones
de la actividad de hormonas peptidicas que pueden ser transferidas a células a través de
un mensajero secundaric (LAWRENCE vy col,1978; BLALOCK y BARON,
1977;BLALOCK,1984). También, diversas moléculas de interferén que llegan a producir
efectos semejantes a la noradrenalina en células de miocardio (BLALOCK y STANTON,
1980), pueden aumentar la incorporacion de yodo a células tircideas, producir fendmenos
corticotrépicos en células adrenales (BLALOCK y SMITH, 1981; JOHNSON y col., 1984;
OPPENHEIM y GERY, 1982) o incluso presentar una actividad opiacea en linfocitos analoga
a la de las endorfinas (BLALOCK y SMITH, 1981). Pese a estos resultados, que implican
una similitud de efectos entre hormonas e interferones, los estudios sobre relacién

estructura-actividad son controvertidos, ya que si para BLALOCK y SMITH (1980) existe
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una relacion bioldgico-estructural entre el interferén leucocitario y la hormona
adrenocorticotropa, para EPSTEIN y col. (1982) aparece una total ausencia de homologia
estructural y funcional entre los interferones y las moléculas de ACTH y B-endorfinas
humanas, lo que dificulta la interpretacién de los hechos desde un concepto unitario de la
actividad biolégica.

Existen abundantes datos que apoyan una eficaz comunicacién neuroinmunitaria,
o que no es extraiio puesto que ambos sistemas -nervioso e inmune- poseen
importantes caracteristicas comunes como son la comunicacioén a distancia mediante el
empleo de mensajeros quimicos y la capacidad de memorizar situaciones previamente
aprendidas. De aqui que BLALOCK (1984) llegue a considerar al sistema inmune como un
drgano sensorial en el que existe una comunidad funcional entre linfoquinas y péptidos
neuroendocrinos, mientras que INGLOT (1983) establece un cocepto hormonal del
interferon y DAFNY y col. (1985) suponen que las distintas moléculas de interferones
pueden servir como "elementos de comunicacién" entre ambos sistemas, nervioso e
inmune. Todo ello hace preguntarse a BALLIEUX y HEIJNEN (1987) si entre cerebro y

sistema inmune se originan mondlogos o se establece un genuino diélogo,

1.3.1- Modificacién de respuestas inmunitaria en estados de ansiedad.

Ya hemos visto que pese a la autosuficiencia dei sistema inmune para realizar su
propio programa de reconocimiento de lo ajeno al huésped y de la defensa de su
organismo, esta obligado a participar de las actividades de regulacién de otros sistemas
(nervioso y endocrino), con los que aparece integrado, manteniendo un perfecto equilibrio
homeostético en su funcionamiento. Cualquier situacién patolégica, ya sea por una
infeccion viral (BLALOCK y SMITH, 1985) o, por ejemplo, cuadros clinicos de linfoma

(MILLER y col., 1983), pueden producir liberacién de endorfinas y adrenocorticotropinas.
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De todas aquellas alteraciones de la homeostasis neuroinmune, las relacionadas
con mecanismos de excitacién emocional son las que mas han despertado nuestro interés.
En la bibliografia recogida se encuentran datos relativos a situaciones de estrés y
alteraciones afectivas, o por exceso de ejercicio fisico, en las que se producen
modificaciones en el nivel de encefalinas-endorfinas (PLOTNIKOFF y MURGO, 1985;
EDWARS y col.,1984) que dan lugar a inhibiciones tanto de las respuestas linfoproliferativas
{BARTROP y col.,1977; SCHLEIFER y col., 1983) como de la actividad citotéxica natural
(SHAVIT y col. 1984).

Este efecto inmunomodulador de los estados depresivos a través de la funcién
neuroendocrina fué estudiado por STEIN y col. (1985). Parece producirse a nivel de
receptores dopaminérgicos por su implicacién en los cuadros de estrés en los que también
pueden intervenir las encefalinas {AMIR y col,,1980). También, en experimentos "“in vitro" se
ha comprobado la relacién neuro-inmune a nivel dopaminérgico, puesto que distintos
compuestos neurolépticos son capaces de producir inmunosupresion de respuestas
blastogénicas mitbgeno-inducidas (PORTOLES y col.,1983).

Para comprender mejor los posibles mediadores entre la actividad neuronal y la
funcién inmunitaria, de acuerdo con lo sefialado por BRAINARD y col.{(1987), CROISET y
col.{(1987) y MOULIAS (1987) para distintos estimulos medioambientales, quizd sea
oportuno establecer un esquema resumiendo el nivel de interaccién de los distintos
factores emocionales que podrian clasificarse como: estéticos, crénicos y agudos (Fig. 6).
De aqui que la salud mental y el desequilibrio psiquico puedan ser considerados estados
influidos por el medio ambiente y la capacidad de adaptacion del organismo, tal como
sefnalabamos en apartados anteriores.

Contempladas desde la vertiente inmunolégica, estas situaciones de estrés y
enfermedad psiquiatrica, se observa que frecuentemente aparecen cuadros de

inmunosupresién a un nivel mas o menos especifico y de una intensidad variable, que
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Fig, 6.-Representacién esquemética de las interacciones entre distintos factores psicolégicos
que condicionan la respuesta inmune en situaciones de estrés.
L. _____________________
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pueden conducir a patologias perfectamente definidas de hipersensibilizacién,
inmunodeficiencia, autoinmunidad o carcinogénesis, entre otras. Pero también -dada la
interaccién bidireccional existente entre los sistemas nervioso e inmune-hay casos en que
una situacién de ansiedad va acompanada de una sstimulacién de la respuesta inmunitaria.

Asli, aunque parece generalmente admitido que esta inmunosupresién es debida a
una elevacién de glucocorticoides, también pueden encontrarse ejemplos en los que aun
aumento de esteroides adrenocorticales corresponde una potenciacién de la respuesta
inmune (PARILLO y FAUCI, 1979; COHEN y CRNIC, 1982; MUNCH vy col,,1984). Ademas,
un agente estresante puede aumentar o disminuir diferentes respuestas inmunitarias y tan
sélo alguno de estos efectos puede estar mediado por la respuesta adrenal.

Todo esto es l6gico si se tiene en cuenta la heterogeneidad de las subpoblaciones
de linfocitos T y su variabilidad en cuanto a los receptores de glucocorticoides que se
expresan en su superficie (DISTELHORST y BENUTTO, 1981). Por otra parte, también se
pueden encontrar efectos diterentes sobre la respuesta inmune, cuando tiene lugar una
administracién de glucocorticoides exégenos (ROJO y col. 1984), dependiendo de: a) las
caracteristicas de la molécula para un huésped determinado; b) la dosis y el momento de
administracion del esteoride, que influirdn en !a magnitud y direccion de los efectos
inmunofarmacolégicos; y c) el pardmetro inmunitario que se controla en cada érgano
particular. Asi se ha observado que la dexametasona puede producir en la formacién de
células sintetizadoras de anticuerpos, unos efectos supresores o estimulantes dosis-
dependientes, segln que se trate del bazo o de la médula osea (BENNER y VAN
OUDENAREN, 1979); y también, que aunque es posible disminuir el rechazo a los
transplantes de piel en ratones mediante la administracién de cortisol, no se consigue este
efecto cuando en su lugar se administra corticosterona (MEDAWAR y SPARROW, 1956).

En humanos, no existe una correspondencia exacta entre la actividad anti-inflamatoria de
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distintas moleculas esteroides, naturales y sintéticas, con sus efectos modificadores de ia

respuesta inmune en distintas subpoblaciones linfocitarias (LANGHOFF y col.,1985).

Goénadas
testiculo ovario

ANDROGENOS &ESTHOGENOS

Tejidos linfoides
primarios

bolsa de médula
Fabricio dsea

—) INMUNOESTIMULACION

sy INMUNOSUPRESION

PRL

|Pltuitaria '

GH

Tejidos linfoides
secundarios

bazo nédulos
linfaticos

linfocitos
circulantes

ACTH

Adrenales

GLUCOCOR
TICOIDES

Fig.  7.-Representacion esquemética de las interacciones de las principales hormonas con

capacidad para modular la respuesta inmune.

Al observar en la Fig. 7 un esquema de las principales hormonas con capacidad

para modificar las funciones inmunitarias, se puede ver que la hormona del crecimiento

(GH) y la prolactina (PRL) -segregadas por la hipéfisis- son capaces de estimular los

tejidos linfoides primarios y secundarios produciendo aumentos en larespuestainmunitaria,

mientras que las hormonas sexuales masculinas (andrégenos) y femeninas (estrégenos)

-asi como también la prolactina y con toda probabilidad las hormonas placentarias (PL)-,

participan como inmunomoduladores al contribuir a la regulacién de los fenémenos
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inmunes durante la reproduccién. Por el contrario el eje ACTH-adrenal constituye la rama
supresora de este sistema de regulacién produciendo efectos inhibidores sobre todos los
érganos linfocitarios y sobre los linfocitos circulantes. BERCZI y NACY (1986), al revisar
el control hipofisario del tejido hemolinfopoyético y la funcién inmune, sugieren que los
glucocorticoides son esenciales para el mantenimiento del control inhibidor del sistera
inmune, evitando activaciones linfocitarias inadvertidas que pudieran conducir a la
autodestruccién celular por clones autoinmunes, Este efecto fisiolégico de las molécuias
glucocorticoides alcanza a la recirculacién linfocitaria, a los marcadores de membrana de
los linfocitos y a distintas funciones capaces de inhibir linfocitos y monocitos. Por otra parte,
existen factores capaces de contrarrestar este efecto inmunosupresor de los
glucocorticoides; entre ellos, se encuentran algunocs factores timicos, linfoquinas tales como
interleuquinas e interferones, un factor modificador de la respuesta glucocorticoidea, un
factor antagonista de glucocorticoides y un factor reemplazante de células T esteroide-
dependientes.

También, como vemos en este esquema de regulacién inmune que parte de la
glandula hipofisaria (Fig.7), puede haber participacién de B-endorfinas y adrenalina con un
papel moderador o inmunosupresor. Es preciso sehalar que las secrecciones de ACTH y
de B-endorfina estan reguladas en la hipéfisis por una ruta coman, mientras que la sintesis
de adrenalina esta controlada por mecanismos neurales y glucocorticoides {NAKANISHI
y col,1979; RISCH y col., 1983; AXELROD y REISINE, 1984).

Este cuadro de regulacién del sistema inmune puede verse afectado por ia
aparicion de sefiales neurcfisioldgicas, por medio de las cuales el SNC puede, a su vez,
modular la funcién inmune. El fenémeno se comprueba tanto por la administracion de
hormonas y neuropéptidos a animales, para despues controlar las variaciones de su

respuesta inmunitaria, como por la aplicacién de distintos modelos de comportamiento
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animai {condicionamiento y aprendizaje en situaciones diversas) en las que se supone
estan implicados diversos neuropéptidos como mediadores de las sefales especificas.

Asi se ha comprobado que el péptido intestinal vasoactivo (VIP) es capaz de
modular el acceso de linfocitos a los nédulos linfaticos meséntericos y a las placas de
Peyer (OTTAWAY y GREENBERG, 1984), y que péptidos neuroentéricos (PN) como la
substancia P (SP) o la somatostatina (SOM) son capaces de regular la fiberacién de
histaminay B-endorfina en mastocitos peritoneales (STANISZ y col.,1986). Soninteresantes
algunos experimentos de aprendizaje asociado con reflejos condicionados que pueden
afectar a la frecuencia de precursores de células citotéxicas para el rechazo de injertos
(GORCZYNSKI y col.,1982).

Se ha dicho que los efectos inmunolégicos del estrés, coincidiendo con la liberacién
de adrenocorticotropina (ACTH) y de glucocorticoides, puede originar efectos
inmunosupresores, que van acompafados por la involucién del timo, bazo y nédulos
linfaticos, junto con una apreciable leucopenia (PLOTNIKOFF y col,1986). Estos
fenébmenos, que segdn los autores citados, no se aprecian en animales
adrenalectomizados; lo que parece sefialar a los esteroides adrenales como primer factor
en producir el efecto inmunodepresor.

Existen muy variados métodos de producir estrés, y no sélo los factores de caracter
psicosocial son capaces de influir en la inmunocompetencia, sino que también la infeccién
por microorganismos o incluso la agresién con antigenos no autorreplicativos son capaces
de provocar situaciones de estrés que van acompanadas de una elevacién plasmética de
los niveles de glucocorticoides (WEXLER y col.,1957; MELBY y col.,1960; BESEDOWSKY
y col.,1979). También es posible crear situaciones de estrés quirtrgico por amputacién de
un miembro, en las que se observa una supresion de la actividad citotéxica natural durante
un periodo superior al de la anestesia (POLLOCK y col.,1987) Todo ello nos conduce al

concepto psicosomético de enfermedad, en el que la personalidad del individuo y sus
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caracteristicas psicologicas pueden jugar un papel causal en la etiologia de la enfermedad
por |a correlacién autondmica y hormonal.

Existen varios ejemplos de esta sumisién de enfermedades inmunes a influencias
nerviosas, encontrandose una significativa depresién de la reactividad linfocitaria en
esquizofrénicos, alteraciones depresivas o demencias como la enfermedad de Alzheimer
(SOLOMON, 1981). También aparecen disminuciones en respuestas de inmunidad celular
en pacientes con cuadros agudos de enfermedad vascular {CZLONKOWSKA y col.,1979),
con tumores cerebrales (BROOKS y col,,1972) y con lesiones en diferentes areas del
hipotalamo (KELLER y col.,1980; ROSZMAN vy col.,1982).

Segun datos experimentales de RENOUX y su escuela, muchos de elios incluidos
en la revision del tema efectuado por uno de sus colaboradores (NEVEU, 1988), queda
suficientemente demostrado que la influencia moduladora del cerebro sobre las funciones
del sistema inmune est4 sometida a una lateralizaciébn hemisférica a nivel del neocértex
cerebral. Asi se ha descrito una asociacion entre la destreza de la mano izquierda
(individuos zurdos) y varias enfermedades autoinmunes (GESCHWIND y BEHAN, 1982).
Estudiando la destreza de ratones y ratas para tomar el alimento, puesto que esta
comprobado que preferentemente utilizan tan sélo una de las extremidades anteriores, se
ha tenido evidencia de que el grado de profiferacién linfocitaria depende también del
comportamiento (NEVEU,1988). En los experimentos de RENOUX y col. (1983) se
realizaron lesiones importantes en el neocdrtex, afectando a distintas areas; se comprobé
que lesiones en la zona frontoparietal izquierda conducian a una inmunodepresién de
distintas funciones de los linfocitos T, mientras que lesiones del cdrtex derecho iban
acompafadas por un aumento de las mismas funciones en estas células T.

Asi parece que en todas estas interrelaciones entre los sistemas nervioso e inmune
-dos complejisimos sistemas homeostaticos- en los que hormonas del eje hipotalamo-

hipofisario actuan a través de receptores de linfocitos, la modulacién podria estar
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controlada de una forma lateralizada de acuerdo al funcionamiento de las estructuras del
neocdrtex y segin sus conexiones derecha e izquierda, propiciada por una asimetria en
la distribucién de neurotransmisores que condicione la lateralizacion de esta regulacion
neuro-inmunitaria. En efecto, se ha observado que el hemisferio izquierdo es dominante
sobre el derecho para el control del habla y la destreza manual (DIMOND y BLIZARD, 1987;
HARNARD vy col.,1977), mientras que el derecho es mas importante en la expresion del
afecto (GALIN, 1974; GAINOTTI, 1972) de acuerdo con la heterogénea distribucién
hemisférica de los neurotransmisores (PALKOVITS y col,1979; PALKOVITS vy

BROWNSTEIN, 1985).
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1.3.2. Sistemas monoaminérgicos, estrés y respuesta Inmune
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Fig.  8.-Representacién esquerhética de la comunicacion bidireccional entre los sistemas
nervioso e inmune en una situacion de estrés.

L ____________________________|]
Todavia no se conoce cuél es el verdadero mecanismo, ni la molécula exacta que

indica al SNC que se ha producido una alteracion inmunitaria. En nuestra opinién,
admitisndo como cierto que el sistema inmune también interviene en estas respuestas de
estrés nos cabe pensar que son diversas las rutas moleculares que coordinan ambos
sistemas: nervioso e inmune. Asi, situaciones de estrés biolégico, creadas por una
reaccién frente a un agresor infeccioso pueden ir acompanadas, no sélo por aumentos de
glucocorticoides (WEXL.ER y col.,1957; MELBY y col.,1960), sino también por incrementos

en el recambio de catecolaminas en el cerebro y en la periferia (BESEDOWSKY y col.,1979;

DUNN y col,1987). De igual modo, a los pocos dias de iniciar una inmunizacién, es
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posible comprobar una disminucidn en el contenido de norepinefrina existente en el bazo,
a la vez que aumenta el nimero de células sintetizadoras de anticuerpos especificos
(BESEDOWSKY vy col.,1979. Esta situacién est& de acuerdo con el hecho de que los
niveles de respuesta por anticuerpos especificos aumentan por efecto de agentes «-
adrenérgicos (SANDERS y MUSON, 1985) o se reducen cuando se produce una
simpatectomia farmacolégica (LIVINAT y col.,1985). Con todo ello se demuestra una
comunicacion bidireccional entre los sistemas nervioso e inmune, asi como su participacion
conjunta en situaciones de estrés (Fig. 8 y Tabla ).

Por otra parte, también se ha comprobado que en situaciones determinadas, el sistema
inmune es capaz de producir ACTH y otros neuropéptidos que conducen a la liberacién
directa de glucocorticoides a partir de la corteza adrenal (SMITH y col.,1982). Dichas
moléculas actian, probablemente, como factores paracrinos o autocrinos sobre
acontecimientos mediatizados por linfocitos y macréfagos (DANTZER y KELLEY, 1989),
como lo prueba el hecho de que una hormona estimuladora de melanocitos y derivada de
la pro-opiomelanocortina (¢-MSH), sea capaz de actuar como antagonista frente a la [L-1
liberada por los macréfagos (MASON y VAN EPPS, 1989). Se sabe que las células gliales
del cerebro pueden sintetizar y secretar IL-1, pero no se conoce por qué ia inyeccion
sistémica de IL-1 aumenta la excreccidén del factor liberador de corticotropina, dado que
ésta y otras citoquinas son grandes moléculas proteicas y es poco probable que atraviesen
la barrera hematoencefalica en cantidad suficiente como para alcanzar concentraciones
elevadas dentro del SNC (COCEANI y col.,1988). El hecho de que se desconozca el
mecanismo exacto por el cual la IL-1 estimula la liberacién de ACTH y glucocorticoides
(BERKENBOSCH y col.,1987, SAPOLSKY y col,1987) y los efectos neurotbxicos
secundarios de los distintos mediadores solubles de la inmunidad, capacez de producir
hipoglucemia, pérdida de apetito, debilidad, letargo, etc. (FENKy ZBINDEN, 1987; TOBLER

y col.,1984; PLATA-SALAMA y col. 1988) hace que sea muy limitada la utilidad clinica de
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TABLA II.- Inmunomodulacién mediada por acetilcolina y catecoclaminas.

NEUROTRASMISOR

RECEPTORES
IDENTIFICADOS

Efectos en la funcién del sistema inmune.

I. ADRENALINA

NORADRENALINA

Tipo B en:
Linfocitos
granulocitos
y mastocitos.

Tipo B en:
Linfocitos
granulocitos
y mastocitos.

Inhibicidén de la reaccidn cutanea y liberacidn de
mediadores histanin-dependientes. Descenso de
respuesta proliferativa a mitégenos y antigenos.
Inhibicidén de <citotoxicidad en macréfagos.
Efectos variables en formacién de anticuerpos,
circulacidn de linfocitos, y células NK.

Inhibicién de  liberacién de histamina vy
desgranulacién de mastocitos. Inhibicidén de
citotoxicidad en macréfagos y de respuesta
linfocitaria a LPS. Incremento de la produccién
de anticuerpos.

IT. ACETILCOLINA

Muscarinicos:
Linfocitos
y macr&fagos.,

Nicotinicos:
Timo.

Estimulacién de respuestas alérgicas, formacién
de rosetas E, respuesta a PHA, y citotoxicidad de
Linfocitos T.

Activacién de la sintesis del complemento en
Monocitos humanos.
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las diversas citoquinas recombinantes obtenidas por ingenieria genética.

1.3.3. Neuropéptidos opioides y respuesta Inmune en situaciones de estrés

Existe evidencia de que los péptidos opicides no son Gnicamente una clase distinta
de neurotransmisores, como en principio se creia, sino que intervienen en otras muchas
funciones fisiologicas cuyo mecanismo de accién no esta aln perfectamente conocido.
Las dificultades para su completo conocimiento radican en que algunos péptidos tienen
una cinética de accion lenta o retardada en cuanto a la transmision de su senal (IVERSON,
1984), que existe confusidén o errores en las distintas localizaciones de un péptido y sus
receptores especificos (HERKENHAM y Mc LEAN, 1986), y que muchos neuropéptidos
coexisten con agentes neurotransmisores clasicos en neuronas individuales (LUNDBERG
y HOKFELT, 1983). Todo ello apoya la teoria de que los neuropéptidos pueden también
actuar en procesos de neuromodulacion de la respuesta inmune, donde la accién requiere
un curso lento de localizacion mas difusa y con capacidad para modificar el efecto de los
transmisores (Mc EWEN y PFAFF, 1985).

En cuanto al papel de los péptidos como neuromoduladores (ver rev. de KOW y
PFAFF, 1988), alcanza desde respuestas a nivel subcelular hasta modificaciones del
comportamiento y pueden afectar tanto a funciones autonémicas como endocrinas, la
temperatura corporal, la liberacién de hormonas que a su vez puede desencadenar una
cascada de efectos fisiologicos o patolégicos, etc.

Los mecanismos de modulacidn por neuropéptidos incluyen alteraciones a nivel de
unlén del transmisor por producirse cambios tanto en el nimero de receptores como en
su afinidad. AUn mas, un determinado neurotransmisor puede unirse a distintos tipos de
receptores que existen en neuronas individuales del hipotalamo y son capaces de mediar

diferentes acciones (KOW y PFAFF, 1987; TONNAER y col,1986). También muchos
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péptidos son capaces de actuar por modificaciones en la intervencién de un segundo
mensajero, ya sea adenilato ciclasa-AMPc o bien otros mecanismos alterando |a
transduccién de sefiales con participacién de distintos fosfolipidos de membrana, como el
fosfatidil inositol (IPy) (REDGATE y col.,1986; MAGISTRETTI y SCHORDERET, 1984;
SHAPIRA y col.,1987). Incluso sin producir cambios de especificidad, existen péptidos
capaces de producir una modificacién en el potencial de membrana (MUDGE y col., 1979,
ONO y FUKUDA, 1982); o introducir alteraciones er la regulacién de canales i6nicos, que
modifican la excitabilidad eléctrica, los patrones de conductividad, la duracién de la
excitacion, etc. (WERZ y Mc DONALD, 1983; MUDGE y col.,1979); o también intervenir en
una interaccién de células gllales y neurcnas con modificacion del AMPc glial (ROUGON
y col.,1983).

Las alteraciones de caracter competitivo a nivel de receptor, ya sea modificando la
afinidad o bien produciendo interacciones alostéricas, o por variaciones en la interaccion
receptor-ligando, nos conducen a la posible participaciétn de los neuropéptidos en la
modulacién de la respuesta inmune (O'DORISIO, 1987); y de hecho, se ha comprobado
"in vitro" que existen neuropéptidos opioides capaces de modificar diversas actividades
finfocitarias (WIBRAN, 1985), lo que podria representar una importante relacién entre los
sistemas nervioso e inmune.

Desde que WIBRAN y col. (1979) informaran sobre la presencia de receptores para
morfina y metionil-encefalina en linfocitos T de sangre periférica humana, y se empezaran
a comprobar los efectos de las moléculas opioides sobre células del sistema inmunitario,
son muchos los datos existentes sobre la actividad funcional y su significacién
fisiopatolégica, aunque quedan aln muchas incognitas por resolver. Segin los datos
revisados por SIBINGA y GOLDSTEIN (1988), la caracterizacién de los efectos opioides
sobre el sistema inmune viene definida por las posibilidades de bloquearlos mediante un

antagonista como la naloxona. Segun los distintos experimentos ensayados se han
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comprobado modificaciones en: a) respuestas linfoproliferativas; b) sintesis de linfoquinas;
c) sintesis de anticuerpos especificos; d) actividad citotéxica de células NK; e) acciédn
quimiotactica de polimorfonucleares; f) produccién de superéxidos por los macréfagos;
y 9) 1o que es de més particular interés para este trabajo, como es el efecto sobre
mastocitos, que incluye incrementos en la unién del calcio a la membrana, prevencién de
los efectos inhibidores producidos por varios agentes sobre la liberacién de serotonina IgE-
estimulada y produccién de una respuesta inflamatoria edematosa por inyeccién
intradérmica.

Desde el punto de vista inmunopatolégico, neuropéptidos opioides tales como la
dinorfina, aparecen también implicados en la formacién de tumores, puesto que segln
observaron VASWAN! y col., (1986), los niveles de esta molécula en el hipotalamo e
hipdfisis descienden durante la formacién de tumores mamarios en ratas, mientras que
altos niveles de dinorfinas han sido encontrados en tejidos tumorales por BRYANT y col.
(1985). Por ofra parte, también es interesante en la retacién peptido-opioide y sistema
inmune, el hallazgo de que pacientes de esquizofrenia responden favorablemente al
tratamiento con B-endorfina y que la mejoria es méas acusada en aquellos individuos cuyos
antigenos HLA-l pertenecen a la clase B13, B15 o B22; esto hace suponer a los autores
que la esquizofrenia puede ser una enfermedad autoinmune que afecta a los antigenos de
histocompatibilidad HLA-I (De JONGH y col,,1982; CLAAS y col.,1986). Posteriormente se
han descrito otras aiteraciones genéticas en relacién con la enfermedad.

El hecho de que algunos neuropéptidos puedan interactuar con ACTH (TONNAER
y col.,1986) o con noradrenalina (MAGISTRETTI y SCHORDERET, 1984), ya hace suponer
una posibilidad de intervencién de los péptidos opioides en situaciones de estrés agudo,
tal como sefalaron hace unos afios ROSSIER y col. {1977).

Efectivamente, se han descrito varias situaciones en las que se observan

interacciones de este tipo por estimulos agresivos, como el shock por lesién en las
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extremidades, inmersion continuada, ejercicio fisico exhaustivo, en ciertos momentos de la
gestacidn y parto, o durante una hipoglucemia inducida experimentalmente, en las que se
producen marcados aumentos de los niveles de endorfinas circulantes, liberadas a partir
de la adenohipdfisis junto con adrenocorticotropina. Estas moléculas van a actuar sobre
los receptores especificos existentes en monocitos, linfocitos y granulocitos de la sangre
periférica y su efecto se traduce, generalmente, por una inmunosupresion a distintos
niveles (rev. por SIBINGA y GOLDSTEIN, 1988). Algunos datos encontrados en la
bibliografia parecen demostrar que la mayoria de estas modificaciones de inmunidad
celular pueden producirse a nivel de la sintesis de distintos factores mediadores; asi, es
probable que el efecto inhibidor de la quimiotaxis leucocitaria sea debido a la supresién de
un factor guimitactico producido por los linfocitos T (BROWN y VAN EPPS, 1985). Este
efecto, en ocasiones, puede ser mediatizado por indometacina y no ser bloqueado por
naloxona, 10 que pone de relieve la afirmacion de HAZUM y col. (1979) de que existen
receptores en los linfocitos que, aln siendo especificos de las B-endorfinas, son distintos
de los tipicos receptores opiéceos, y son capaces de influir en algunas funciones
neurcinmunomoduladoras a nivel central y periférico.

Existen ofros niveles de inmunomodulacién por neuropéptidos de caracter
morfinomimético, tanto a nivel de los terminales de fibras del sisterna nervioso periférico -
particularmente sobre los mecanismos involucrados en el sistema simpaético- como a nivel
del SNC en conexién con el endocring. Estos efectos, que aparecen mas relacionados con
modificaciones del comportamiento, pueden ser antagonizados por naloxonay naltrexona.
Son de sefalar, en este caso, las variaciones por un comportamiento de agitacién animica
excesiva (GISPEN y col.,1976), los cuadros cataténicos por veneno de cobra (BLOOM y
col.,1976) y los estados de sedacién profunda y catalepsia (JACQUET y MARKS, 1976).
Efectos, estos Uitimos, que posiblemente estan relacionados con los efectos opiaceo-

endorfinoides del interferén obtenidos en leucocitos humanos y que fueron observados por
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BLALOCK y SMITH (1981) cuando inyectaron IFN intracerebralmente a ratones. Estos
efectos incluyen anaigesia, falta de locomocion espontanea y catalepsia, y son evitabies
e incluso reversibles por naloxona. Dichos autores, aparie de suponer analogias
estructurales entre IFN y endorfinas, sugieren la existencia de un circuito regulador inmuno-
neuroendocrino que pudiera constituir la diana etioldgica de ciertos estados
psicopatoldgicos.

Este efecto modulador de ias beta-endorfinas sobre la funcién inmune, alcanza
también a las reacciones de hipersensibilidad, por su accién sobre {os mastocitos, con una
rapida liberacién de histamina (SYDBOM, 1988); y dicho efecto particular seré revisado con
mas detalle en el apartado que sigue, por sus implicaciones con la anafilaxia y el shock

endotéxico.

l.4.- NEUROINMUNOMODULACION EN CUADROS DE HIPERSENSIBILIDAD Y
ANAFILAXIA. SU VARIACION EN SITUACIONES DE ESTRES.

Las distintas respuestas de un organismo sensibilizado, frente a un antigeno
sensibilizante, pueden ser agrupadas en cuatro tipos diferentes de reaccién dependiendo
de: a) el intervalo de tiempo entre el momento de sensibilizaciéon y la aparicién de los
sintomas; b) la naturaleza humoral o celular de la reaccién inmunobiolégica; y ¢) las
dianas celulares o tisulares involucradas en el proceso reactivo. La diversidad en cuanto
a mecanismo, diana bioldgica y tipo de reaccion se resumen en la Tabla Ill, aunque sin
descender a los detalles més intimos de cada proceso, puestc que nuestro interés se
centra fundamentalmente en el fenémeno anafilactico y en la posible respuesta inflamatoria
subsiguiente.

Los mecanismos de interaccién neuroinmune en dichas reacciones estan aun poco

aclarados, y particularmente aquellos en los que un mediador es capaz de estimular o
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TABLA III.- COMPARACION ENTRE DIFERENTES TIPOS DE HIPERSENSIBILIDAD

g
'S TIPOS I i1 III Iv v
E Sinonimi Anafilactica Citotoxica Complejo-mediada Celulo-mediada Autolnmunitaria
o nonimia H. inmediata H. ligada a com— H, retardada Estimuladora
= Anafilaxia plejos inmunes H. por media-
= cion celular
O
Antigeno Usualmente Superficie Extracelular Extracelular Superficie
exogeno (polen, celular o superficie celular
a polvo, mohos, etc) celular
Q
e
h Anticuerpo Hemocitotropico Humoral Humoral Receptor sobre Humoral
& unido a mastoci- linfoeito T
3 tos
&
° Participacion No Si Si No No
2 ocasional del
» complemento
o -
g Transferencia IgE y segun IgG e IgM IgG, IgM Celulas linfoi- Anticuerpos
= por la especie e IgA (7) des, factor de del suero
= transferencia
1 -
ol Reaccion maxima 30 nmin - 3 -8 h. 24 ~ 48 h. -
e .
= g Aparicion brusca e intensa - Eritema y edema Eritema e -
e induracidn
o
o b - -
he Histologia Mastocito degra— - Reaccion inflama- Inflamacion -
g nulados: edema; toria aguda, PMN perivascular;
a8 eosinofilos PMN; predominan
28 monocitos
Cuadros clinicos Alergia atéplca enfermedad Glomerulo nefritis Reaccidn de Matoux Tiraotoxicosis
tipicos {fiebre del heno hemolitica del pulmon de Farmer a B. Koch; rechazo

coriza espasmodica)

recien nacido
{Rh)
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inhibir la formacién o actividad de otro, que también participa en la reaccién inflamatoria
o en el cuadro de shock por anafilaxia. Una reaccién de hipersensibilidad es un proceso
dinamico en el que el conjunto de células y factores que intervienen cambia continuamente,
Como puede verse en la Tabla Ill, las reacciones de hipersensibilidad, tanto la inmediata
como la retardada, pueden ser transferidas a un huésped no sensibilizado mediante el
suero (en la inmediata), o mediante las células (en la retardada), procedentes de individuos
previamente sensibilizados.

En la Intima comunicacién bidireccional existente entre los sistemas nervioso e
inmune se han encontrado mas de treinta moléculas, entre hormonas y neurotransmisores,
que son capaces de transmitir mensajes e influir decisivamente sobre el sistema inmune.
Si a ésto unimos la complejidad de los mecanismos de reaccién anafitactica, en los que
intervienen como mediadores no sélo aminas vasoactivas sino también neuropéptidos
opioides activos para modular las reacciones de shock, habremos de encontrar justificada
la enorme dificultad que supone conocer la naturaieza de los cambios que se pueden
producir en la reaccién anafilactica en situaciones de estrés y en su modulacion.

Se ha comprobado que la magnitud de los efectos producidos por los
glucocorticoides adrenales, que son moléculas involucradas en la implantacién de un
cuadro de estrés, depende de circunstancias relacionadas con la naturaleza del agente
estresante y el momento en que éste actlie. Aungue existen pocos datos en relacién con
el problema de hipersensibilidad en situaciones de estrés, BLECHA y col.{1982; 1982a),
estudiando distintas reaccicnes de hipersensibilidad de contacto, encuentran que un
aumento en el nivel plasmatico de corticosteroides, producido por distintos mecanismos
de estrés como inmovilizacién, calor o frio, tiene distintas resultantes segin que el
fenémeno se mida como una hipersensibilidad retardada frente a hematies de carnero o

como una respuesta de sensibilidad de contacto a dinitrofluorobenceno.
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En relacién con los neuropéptidos parece que existen méas antecedentes relativos
a los efectos neurales directos e indirectos sobre la expresion de respuestas de
hipersensibilidad inmediata. Se ha comprobado que las endotoxinas estimulan la liberacién
de ACTH y B-endorfinas, y existen indicios de que la hipotensién, subsiguiente al cuadro
de shock endotdxico, es parcialmente debida a la participacion de endorfinas (FADEN y
HOLADAY, 1980). En este fenémeno puede estar involucrada la liberaciéon de histamina
a partir de mastocitos, producida por dinerfina y otros péptidos con secuencias ARG-PRO
en su molécula (SYDBON y TERENIUS, 1985). Esta fiberacion de histamina a partir de
mastocitos peritoneales por efecto de B-endorfina es dosis-dependiente y muy rapida, se
completa en diez segundos, y con un perfil farmacocinético semejante al observado con
otros péptidos tales como neurotensina, dinorfina y substancia P (SYDBON, 1988).

La liberacién de histamina, que también es producida por otros neuropéptidos
procedentes del sistema nervioso periférico y del sistema nervioso central (CASALE y
cols.,1984), puede producir algunos efectos indirectos, como sucede con el péptido P que
condiciona una dilatacién microvascular a nivel cutaneo que se inhibe por tratamientos
previos con antagonistas H, (FOREMAN y JORDAN, 1983).

El hecho de que durante el estrés se liberen simultdneamente encefalinas y
catecolaminas en la corriente sanguinea {(HANBAUERYy col.,1982) y el que estas sustancias
tengan una actividad moduladora sobre distintas células inmunocompetentes, por existir
en ellas receptores especificos no opiaceos (HAZUMy col.,1979; LOPKER y col,,1880), nos
lleva a pensar una vez méas en la versatilidad de respuestas que pueden encontrarse,

dependiendo de las condiciones experimentales que se utilicen.
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1.5. MODIFICACIONES FARMACOLOGICAS DE LA INTERACCION NEUROINMUNE
EN LOS CUADROS DE ANAFILAXIA.

Entre los distintos sisternas moduladores de lainteraccién neuroinmune que pueden
intervenir en las respuestas de hipersensibilidad, existen tres particularmente importantes,
al menos desde nuestro punto de vista, el histaminérgico, el serotonérgico y el opioide.

La HISTAMINA (5-B-imidazolil-etii-amina), se produce a partir de |a histidina mediante
la actividad del enzima histidin-descarboxilasa existente en células basdfilas y mastocitos,
encontrandose en unos granulos intracelulares en forma de complejo con grupos
carboxilos de moléculas de proteoglicano (LANGUNOFF, 1980). En ausencia de procesos
de activacién celular, el recambio histaminico en las células periféricas es lento o
inexistente, al contrario de lo que sucede en el SNC y en el tracto gastrointestinal, donde
tiene lugar un recambio substancial de esta amina vasoactiva (PLAUT y LICHTENSTEIN,
1978). En respuestas de hipersensibilidad inmediata, la histamina es menos activa que
otros mediadores como los leucotrienos (LTD4, LTB4), anafilotoxinas (Csa) y el factor
activador ptaquetario (FAP), y por ¢llo necesita altas concentraciones locales para producir
efectos significativos "in vivo". El metabolismo de la histamina es rapido y en él intervienen
una metil-transferasa (existente en monocitos) y una monoaminoxidasa que la transforma
en 3-metil-imidazol,5-acético; sobre la histamina restante actlla una diaminoxidasa
(histaminasa, existente en neutréfilos y eosinéfilos) que la convierte en imidazol-5-acético
y después en ribosilimidazol-5-acético (PLAUT y LICHTENSTEIN, 1978): todos estos
metabolitos son rapidamente excretados por via urinaria.

La importancia de la histamina en fenémenos anafilacticos sistémicos y localizados
varia extraordinariamente en funcién de la especie animal de que se trate. Asi, por ejemplo,
los ratones son bastante resistentes a la accién de la histamina, en tanto que los cobayos
son muy sensibles. En humanos, la histamina juega un importante papel en las respuestas

edematosas de la piel y en rinitis alérgicas, que responden perfectamente a los
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antagonistas H,, mientras que son inefectivos en asmaticos (PARKER, 1980). Esto hace
pensar que, en este (itimo caso, existen otros mediadores mas importantes como sucede
en cuadros de anafilaxia sistémica (SMITH y col,1980), donde es posible que algunos
efectos de la histamina estén asociados en parte al de otros mediadores, incrementandose
la sintesis de PGE, y PGF,, que son més activos como broncoconstrictores que la propia
histamina. También en los fenémenos anafilicticos producidos por activacion del
Complemento, se produce liberacién de histamina por efecto del los fragmentos C,a, C,a
y Csa.

Los diversos efectos de la histamina estan condicionados al tipo de receptor sobre
el que actia; asi cabe distinguir la actividad sobre vasos sanguineos y piel, durante las
reacciones de hipersensibilidad inmediata, que son efectos de caracter pro-inflamaterio y
dependen de receptores H, (KNIKER y COCHRANE, 1968), requiriéndose concentraciones
mas elevadas de histamina. Es probable, ademas, que el efecto condicionante de la
histamina sobre el endotelio vascular, en casos de vasculitis, y que afecta a su
permeabilidad y al depésito de inmunocomplejos, sea también producido por medio de
receptores H, Este efecto sobre los pequefios capilares y la migracién de leucocitos
aumentaria las respuestas mediatizadas por la células T, al contrario de los fenémenos de
inmunosupresién observados "in vitro" {PLAUT y LICHTENSTEIN, 1978).

La histamina, actuando directamente sobre la funcién leucocitaria y la migracién, es
capaz de inhibir la proliferacién de las células Tinducida por lectinas o antigenos, asi como
la fiberacién de linfoquinas, las actividades citotoxicas y la diferenciacién de las células B.
En general, estas acciones sobre leucocitos son bloqueadas por antagonistas de los
receptores H, de histamina, pese a que su demostracién sobre macréfagos (ROSNER y
col.,1979) y timocitos (OSBAND y Mc CAFFREY, 1979) resulta controvertida. Este efecto
sobre los receptores H, de células inmunocompetentes requiere concentraciones

histaminicas de orden 10 pM o mas altas, produciendo la actividad inhibidora de la
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respuesta inmune a través de células T supresoras, lo que hace suponer su intervenciéon
en los mecanismos de control de las respuestas celulares (ROCKLIN, 1976; ROCKLIN y
col.,1979). Se ha comprobado que la incubacién de células T con histamina en presencia
de monocitos fibera una linfoquina capaz de promover una supresién inespecifica
(ROCKLIN y col.,1979; 1980).

Mas recientemente, a nivel de terminales nerviosos histaminérgicos, se ha
descubierto otro tipo de receptores de histamina -los receptores H;- Gue son capaces de
inhibir su propia sintesis y liberacién en cortes de tejido cerebral, por un proceso de
retroalimentacién negativa a nivel de los terminales histaminérgicos {ARRANG y col.,1983;
1985; 1987). El hecho de que este tipo de receptores esté presente también en los
mastocitos pulmonares, hace que un agonista del receptor H; como la alfa-metil-amina,
pueda encontrar aplicacién teraped(itica en enfermedades alérgicas (ARRANG y col.,1987).

Dado que en el cerebro, ademas de existir neuronas histaminérgicas (GARBARG
y col,1974), se encuentran células cebadas con alto contenido de histamina que se
asocian a vasos, meninges y parénquima cerebral (KRUGER, 1974), es de suponer que la
histamina tenga también algunos efectos en el comportamiento, y que éstos lleguen a
afectar a las situaciones de estrés en casos de anafilaxia donde hay liberacién de
histamina. No hemos encontrado antecedentes en relacién con esta situacion, pero si se
ha comprobado que la inyeccion intracerebroventricular de 100 y 200 pg de histamina, en
ratas, es capaz de maodificar su comportamiento, reduciendo su capacidad de aprendizaje
por disminucién de la capacidad de atencién, de motivacién y de motilidad (RIAL y
col.,1986).

La SEROTONINA (5-OH-Triptamina), se produce a partir del hidroxitriptéfano por
accién de una carboxilasa inespecifica, se encuentra principalmente en las plaquetas y
celulas enterocromatéfilas del tracto gastrointestinal. Se cataboliza rapidamente por

monoaminoxidasas presentes en células endoteliales del pulmén y otras visceras, y se
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transforma en hidroxifenilacético (HO y col.,1979). En muchas especies animales tiene
efectos similares a la histamina sobre la permeabilidad capilar y contraccion de la fibra lisa,
aunque no sea particularmente potente, sobre todo cuando se compara con la acetilcolina
como espasmogénico (BROCKLEHORST, 1958). Sus efectos son significativos en
reacciones de hipersensibilidad inmediata en ratones y ratas, y también en cuadros de
anafilaxia sistémica en conejos (SULLIVAN y KULCYCKI, 1980; DOUGLAS, 1975). Resulta
interesante el hecho de que la susceptibilidad local de la piel a respuestas de
hipersensibilidad retardada, sobre todo en ratones y ratas, esté mediada por el contenido
serotoninico de los mastocitos, siendo insensible a histamina. De aqui que estas
reacciones sean bloqueadas por reserpina y ciproheptadina, perc no por los
antihistaminicos (ASKEMASE y co0l.,1980). En estas reacciones la mayor parte de la
serotonina se libera a las 6 horas o mas, después de administrar el antigeno sensibilizante,
y en el fenémeno es probable que intervenga una linfoquina producida por las células T
sensibilizadas, méas que la propia reaccién directa antigeno-dependiente. La serotonina
aumenta también los estimulos quimiotacticos y es probable que esto ocurra a través de
aumentos de GMP,, (SANDLER y col.,1975; FOON y col.,1976). Tanto la serotonina como
la histamina, intervienen en la expresion de la encefalomielitis autoinmune experimental, en
la que el coadyuvante puede actuar incrementando la sensibilidad de los vasos sanguineos
a la histamina y serotonina. En este modelo animal, los antagonistas de serotonina son
capaces de inhibir los sintomas de encefalomielitis (LINTHICUM e FRELINGER, 1982).
En el estudioc de inmunomoduladores, se ha comprobado que moléculas
procedentes de la pared celular bacteriana, como algunos muramil-péptidos (MDP), tienen
efectos que evidentemente estan relacionados con el SNC, como son los que afectan al
control del dolor, suefio y temperatura corporal (FILLION y col.,1988). Segun se ha
demostrado por investigaciones bioquimicas, el MDP a dosis capaces de estimular la

respuesta inmune, puede incrementar también de un modo significativo el recambio de
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serotonina en varias regiones del cerebro; 10 que sugiere que se produce una activaciéon
de las estructuras serotoninérgicas, coincidiendo con cambios en la temperatura, suefio
y resistencia al dolor (MASEKy KADLECOVA, 1987). Estudiando respuestas de estructuras
serotoninérgicas especificas correspondientes al hipotédlamo, se ha comprobado que al
producir lesiones eléctricas en las estructuras serotoninérgicas B6, B7 y B8, hacen que el
MDP potencie marcadamente las respuestas de hipersensibilidad retardada (MASEK y
col.,1985).

Esta intervencién del sistema serotonérgico en la neurcinmunomodulacién puede
extrapolarse también a las situaciones de estrés, puesto que se ha comprobado qus la
supresién de respuestas inmunitarias por una situacién prolongada o repetida de estrés
en ratas, aparece asociada a incrementos del metabolismo de serotonina (BORANIC y col.,
1982). Esto confirma la hipéteis de DEVOINO y col (1979), sobre gque las rutas
serotoninérgicas centrales (especialmente las del hipotalamo), intervienen en el control de
la respuesta inmune a nivel del organismo entere. BORANIC y col. (1984) han
comprobado, en ratas inmunizadas frente a hematies de carnero y posteriormente
sometidas a situaciones de estrés, que se produce una potenciacion en la
inmunosupresién inducida por el estrés, y que ésta va acompanada por un incremento del
metabolismo de la serotonina en el cerebro. Cuando en estos casos se trataba a los
animales con p-clorofenilalanina, seguifa existiendo inmunosupresién, aunque se observaba
una disminucién en los niveles de serotonina y se aumentaban los niveles plasmaticos de
corticosterona. Parece como si este inhibidor de la sintesis de serotonina evitara una
participacién de la regulacién serotoninérgica a traves del SNC por medio de un aumento
en la secreccién de corticosterona, que va a actuar sobre las células linfoides.

Los PEPTIDOS OPIOIDES ENDOGENOS constituyen una subclase particular de los
neuropéptidos, tienen una funcién reguladora y presentan una localizacion que alcanza

tanto a los tejidos periféricos como al SNC (HOLADAY, 1983). Poseen una actividad
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fisioldgica extraordinaria a concentraciones de varios 6rdenes de magnitud por debajo de
aquellas a las que acttan las hormonas clasicas y algunos transmisores tales como la
acetilcolina y las monoaminas (BLOOM, 1984; KRIEGER, 1983). El nombre genérico de
neuropéptidos, con frecuencia resulta condicionado a la funcién especifica de su
descubrimiento inicial en relacién con tejidos nerviosos. En las situaciones de estrés, no
sdlo actuan los péptidos opioides sino que pueden participar también otros neuropéptidos
relacionados con la B-endorfina a nivel hipotélamo-hipofisario (TRH, ACTH, prolactina); o
con las encefalinas, por su distribucién coordinadora cerebro-intestino (glucagén, PIV,
substancia P, colecistoquinina); o con la dinorfina, por su intervencién en fa neuro-hip6fisis
(vasopresina, oxitocina, neurotensina). Sin embargo, tan sélo se conocen agonistas y
antagonistas exégenos para los péptidos opioides y sus receptores, de aqui que sean los
més conocidos farmacolégicamente al poder bloquearlos o activarlos a voluntad en sus
actividades enddgenas, particularmente en lo que se relaciona con la fisiopatologia
cardiovascular (HOLADAY 1983).

En vista de que en situaciones de estrés se activan los sistemas opioides y de que
las sobredosis de narcéticos (opioides exégenos) provocan signos que semejan a un
shock circulatorio, parece posible que estos sistemas opioides enddgenos puedan
intervenir también en la fisiopatologia de algunas formas de shock. Mas aiin cuando se ha
podido demostrar que la naloxona es capaz de bloquear o revertir el cuadro hipotensivo
que se produce en un shock endotéxico (HOLADAY y FADEN, 1978), y también de
modificar la intensidad de respuesta en otros tipos de shock, incluso en el anafilactico,
donde hay una participacién del sistema inmune (GURLL, 1983). Experimentos realizados
por HOLADAY (1983) con naloxona, demuestran que el sistema opioide contribuye, desde
el SNC, al desarrollo del shock séptico; mientras, el hipotalamo anterior, el locus cerdleus
y porciones nucleares aisladas son los que participan en el shock cardiovascular

(HOLADAY, 1983; JANSSEN, 1983).
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La manipulacién farmacolégica de las respuestas opicides presenta una
complicacién adicional por la existencia de varios receptores especificos que dan lugar a
un amplio espectro de actividades agonistas (MARTIN y col,1976). De ellos, los
receptores p son los mejor caracterizados e intervienen en analgesia, euforia, depresién
respiratoria, catalepsia y miosis; siendo la B-endorfina el opioide endégeno con mayor
potencia sobre estos receptores p y la morfina elligando prototipo para dichos receptores.
Los receptores lambda tienen muchas acciones similares, aunque es la leucil-encefalina
la que presenta mayor especificidad para este tipo de receptor. En cuanto a los receptores
k. la dinorfina es el opicide que se considera como ligando especifico de ellos. Resulta
bastante complicado hacer una evaiuacion de los agonistas, antagonistas y agonistas
parciales, en relacién con el shock; por ejfemplo, por la variabilidad de efectos sobre los
distintos subtipos de receptores (ATWEH y KUHAR, 1883; ZUKIN y ZUKIN, 1982).

En general, podemos afirmar que los opioides enddgenos juegan importantes
papeles en una gran variedad de parametros fisiolégicos entre los que se incluyen:
regulacién del dolor, apetencia alimenticia, balances hormonales y respuestas al shock o
al estrés. Sin embargo, el empleo de agonistas o antagonistas no siempre facilita una
informacién cierta por la complejidad de interacciones con otros sistemas (WILSON vy
col.,1980; YARBROUGH, 1983), puesto que la funcién opioide ha sido citada en otros
muchos tejidos no neurales (AKIL y col. ,&1 984; SYNDER, 1984; MILLAN y HERZ, 1985).

En cuanto al efecto particular de los opioides en cuadros de shock anafilactico, se
ha comprobado que la naloxona y también con TRH, administrados por via endovenosa,
se disminuye bruscamente la mortalidad en respuestas anafilacticas frente a albimina
bovina (AMIR, 1984; 1984a). La ruta bioguimica por la que se produce este efecto
protector periférico parece depender del flujo adreno-medular, puesto que se puede
bloquear este efecto por un tratamiento previo con clorisondamina, por simpatectomia

quimica o por una denervacion adrenal bilateral.
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Este tipo de estudios, en general, resulta complicado por la dificultad de medir los
niveles del opioide circulante y por la confusién observada en la bibliografia entre efectos
propiamente opioides y los no opioides (es decir, no bloqueados por naloxona). Entre
estos ultimos, son de destacar las interacciones de caracter no opioide de las B-endorfinas
con linfocitos a través del grupo carboxi-terminal (HAZUM y col.,1979), con un componente
del sistema complemento (SCHWEIGERER y col.,1882) o en otras situaciones en las que
pueden funcionar como estimuladores o supresores de la proliferacién linfocitaria
(PLOTNIKOFF y col.,1985; GILMAN y col.,,1982; MC CAIN y col.,1982).

Segin GOETZL y col. (1985), los neuropéptidos mediadores de nervios sensoriales,
cuando son liberados por un dafio fisico o quimico, o por diversas agresiones biolégicas
-factores que pueden darse en cualquier situacién calificable como angustiosa o de estrés-,
son capaces de desencadenar rapidamente una respuesta local o sistémica semejante a
aqueilas que pueden darse en cuadros de hipersensibilidad inmediata. Entre estos efectos
neurales cabe distinguir: a) (os de accidn directa sobre las funciones del masculo liso,
vasos sanguineos, leucocitos y glandulas epiteliales; y b) los efectos indirectos que se
producen a través de mediadores liberados de los mastocitos despues de su activacion

neuropeptidica.

1.6.- SOBRE LAS POSIBILIDADES DE MODELOS EXPERIMENTALES ADECUADOS.
Cualquier aproximacién farmacolégica al conocimiento de la
neuroinmunomodulacién en situaciones de estrés -sobre todo en relacién con respuestas
de sensibilizacién y anafilacticas- requiere una adecuada seleccién del modelo experimentai
a estudiar "in vivo". Es cierto que, por parte de distintas organizaciones protectoras de
animales, se estd produciendo una sensibilizacién social cada vez més acentuada frente

a la investigacién con seres vivos y ello hace que se vayan ideando bastantes modelos
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alternativos para ensayos de toxicidad, por ejemplo (GOLDBERG y FRAZIER, 1989); pero
también es una realidad, que para acometer una investigacioén referente al comportamiento
animal en una reaccion anafilactica -situaciones en las que pueden intervenir reacciones
cruzadas y diversas variaciones entre los distintos parémetros a considerar- es
imprescindible establecer un cierto numero de experimentos "in vivo" y "ex vivo' que
permitan conocer la respuesta a nivel det animal completo, puesto que los ensayos "in vitro”
con cultivos celulares, por ejemplo, nos darian tan séio una version muy parcial del

problema.

1.6.1.- En relacién con clertos patrones de condicionamiento y aprendizale.

Existen muchos y muy diferentes modelos animales para controlar las relaciones
neuroinmunitarias. Asi, diversos experimentos sobre inmunologia del comportamiento,
realizados por cientificos canadienses, ponen de manifiesto cémo es posible: a) controlar
la aversibn por un sabor determinado (sacarina), dependiendo del estado de
inmunosupresién producido por tratamientos con ciclofosfamida; b) modificar el equilibrio
de opioides endbgenos produciendo un shock por lesionar la cola de una rata; y ¢) afterar
influencias neurchormonales en tejidos inmunitarios del tracto intestinal mediante distintos
condicionamientos asociados al aprendizaje por respuestas de Paviov y que pueden
modificar la influencia de péptidos neuroentéricos sobre el sistema inmune (GREENBERG,
1986).

En relacién con el papel inmunosupresor de peptidos opioides (endorfinas y
encefalinas) son varios los modelos que se han aplicado, provocando situaciones de estrés
por shock consecuente con lesiones en las extremidades (ROSSIER y col.,,1977), por
inmersién prolongada (WARDLOW y col.,1980), por exceso de ejercicio fisico (FRAIOLI y

col.,1980), por cambios de temperatura e inmovilizacion (BLECHA y col.,1882), o por
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hipoglucemia experimental insulin-inducida {NAKAO y col.,1979}, o incluso creando
situaciones de estrés psicolégico en animales normales (PITKIN, 1965) o expuestos a bajas
dosis de rayos X (SATO y col.,1984).

Una idea de la variabilidad de modelos experimentales para crear situaciones de
estrés, queda reflejada en la Tabla IV, donde se resumen distintos procedimientos que van
desde simples prohibiciones y condicionamientos psicolégicos diversos hasta producir
daros fisicos en distintas especies animales.

Un caso particular de estrés es el que se logra en un estado de morfinismo al
producirse un sindrome de abstinencia por administracién de un antagonista (MAGGIOLO
y HUIDOBROQ, 1961). Seglin TURNER (1965) son muchos los signos y sintomas que
pueden observarse en la fisiologia normal del ratén morfino-dependiente, pero para
sistematizar su intensidad, quizé sea lo més adecuado cuantificar la respuesta durante el
periodo de hipermotilidad, particularmente en lo relativo al nimero y categoria de saftos en
el sindrome de abstinencia, como la mejor medida cuantitativa de la adiccién opiacea en
larata (BLASIG y ¢ol.,,1973) y el ratén {HO y col.,1972), por existir una relacion proporcional
entre el namero de saltos y el establecimiento del sindrome de abstinencia en funcién del
grado de dependencia (MARSHAL y GRAHAME-SMITH, 1971). EIl desarrollo de la
dependencia, en funcién de la dosié y el tiempo, puede controlarse ademas de por ciertos
signos biolégicos como el signo de STRAUB, actitud general, etc., por la pérdida de peso
(LEZA y col.,1983) o por el indice de analgesia (WOOLFF y Mc DONALD, 1944). En
resumen, cabe decir que son muy diversos los modelos a utilizar, tanto por la especie que
se somete a morfino-dependencia como por [a modalidad de administracién del farmaco;
y de ello existen varios estudios de revisién en trabajos de tesis realizados anteriormente
en el Departamento de Farmacologia (NAVARRO, 1985; LIZASOAIN, 1986; PORTOLES,

1890), lo que justifica que no demos més extensién a esta particularidad del tema.
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TABLA IV.- Diversidad en los modelos experimentales para producir situaciones de estrés. Se sefialan
los autores, vy las principales alteraciones encontradas.

MODELOS DE ESTRES

ESPECIE ANIMAL

ALTERACIONES INMUNOLOGICAS

AUTORES

Tratamientos Ratones Aumento o disminucidén de hiper- Blecha y col.
térmicos a bajas sensibilidad retardada (SRBC) y de (1982)
temperaturas (02C contacto (a DNFB) segin condiciones
a 5eC) experimentales
Pollos Aumentan o© disminuyen infecciones Regnier y Kelley
seglin agente patdgeno (1981)
Terneros Disminucién en hipersensibilidad Kelley y col.
retardada, de contacto e intra- (1982)
dermorreaccidén a PHA
Tratamientos Ratones Aumentos de hipersensibilidad Blecha y col.
térmicos por calor retardada a SRBC y de contacto a (1982)
sesiones repetidas DNFB
de 15 a 35¢
Pollos Aumenta o disminuye infecciones Regnier y Kelley
seglin patégenos (1981)
Terneros Disminucién de hiper-sensibilidad Kelley y col.

* Continfia

(DTH, SC, PHA)

(1982)




Por Calor 379/60 Ratones Disminuye DTH a cloronitrobenceno Pitkin (1965)
min. y PBS i.v.

Por Calor. Ratones Deprime respuestas de inmunidad Munster y col.
Quemaduras celular {1973)
Privacién de agua. Ratones Aumento de mitogénesis PHA-inducida Jessop y col.

(Beber 30’/dia en
5 semanas)

en esplenocitos, no en linfocitos
periféricos

(1984)

Electroshock en Ratas normales Supresién de Dblastogénesis PHA, Keller y col
cola de 2"cada 1° y sin adrenal proporciocnal a intensidad de shock (1983)
Electroshock en Ratas Suprime blastogénesis ConA y PHA- Laudenslager
extremidad por inducidas (1983)
placa eleéctrica
Ruido de 100db/dia Ratones Suprime mitogénesis en esplenoccitos Monjan (1977)
de 5" cada 1-3h Folch (1974)
noche
Aceleracién Ratones Disminuye respuesta a PFC anti-SRBC Gisler (1974)
Aislamiento 5 Ratones Aumento de blastogénesis PHA- Jessop y col.
semanas indiucida periférica, no (1984)
esplenocitos
Separacion Monos (Madre Disminuye mitogénesis en sangre Laundenslager
afectiva -hijo) periférica (1982)
(Pareja) Misma depresién Reite y col.

(1981)
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Hacinamiento

Ratas

Depresidén de la respuesta celular

Joasoo y McKenzie
(1876)

Inmovilizacidn
forzada

Ratones

Disminucién DTH frente a SRBC vy
aumenta sensibilidad a DNFB

Blecha y col
(1982, a)

Prohibiciones b4
condicionamientos
psicoldégicos
adversos

Ratones

Depresidén de respuestas celulares

Ramussen (1969)
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.8.2.- En relacién con los cuadros de anafilaxia,

El acontecimiento inicial de todo cuadro anafilactico depende de la reaccién de un
antigeno o alergeno con anticuerpos homocitotrépicos especificos (IgE, IgG), que existen
ligados a receptores de membrana en mastocitos tisulares y baséfilos, desencadenando
la sintesis y liberacion de mediadores. Dichos mediadores afectan a la permeabilidad
capilar, permitiendo el influjo de proteinas sanguineas en tejidos adyacentes, con el
consiguiente desequilibrio osmético y edema tisular. En la piel, esto se manifiesta por la
formacién de un habén urticarial y eritema; ademas se producen contracciones en las
fibras musculares lisas y secreccién de glandulas endocrinas. En estos casos la reaccién
se produce en segundos y tiene una duracién relativamente limitada.

En otros casos, sobre todo en los de anafilaxia pasiva de tipo sistémico, pueden
también originarse una serie de reacciones secundarias con participacién de otros tipos
celulares {eosindfilos, neutrdfilos, plaquetas) que liberan factores quimiotacticos de
eosindfilos (FQE-A), para atraccion de neutrbfiios (FQN), para activacion de plaquetas
(FAP) o con una potencial actividad en el proceso inflamatorio (tromboxanos, leucotrienos).
Méas recientemente se ha comprobado la sensibilizacién pasiva de monocitos mediante su
incubacién con suero de pacientes alérgicos, lo que llega a producir fenémenos citotdxicos
(WECK, 1983).

También es posible encontrar reacciones producidas por inmunocomplejos que
conducen a una lesion tisular, pero para que tenga consecuencias patoldgicas han de
cumplirse una serie de condicionantes que dependen del tamario, estructura y solubilidad
o eliminacién del complejo. La deposicion tisular de estos complejos requiere una afinidad
peculiar para el tejido organico, incrementos de permeabilidad capilar y participacion

sensibilizante de algunos fragmentos del complemento (C3a, C5a) (WECK, 1983).
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Las reacciones por inmunocomplejos frente a farmacos, como es el caso del
fenémeno de Arthus, son mas bien raras y en ellas hay modatidades de respuesta que
recuerdan a la enfermedad del suero. La fisiopatologia de estos cuadros de
hipersensibilizacion por inmunocomplejos se establece en varios estadios: a) formacién del
inmunocomp!ejo con exceso de antigeno; b) deposicién tisular del inmunocomplejo; ¢)
activacion del complemento; d) atraccidn de polimorfonucleares neutréfilos; y e) liberacién
de enzimas lisosémicos proteoiiticos y de proteinas catiénicas inflamatorias. Laimportancia
delincremento de permeabilidad para la deposicién de los inmunocomplejos se ha puesto
de manifiesto mediante el empleo de farmacos anti-histaminicos y anth-serotoninicos
(KNIKER y col,,1971).

Existen diversos modelos de interaccién anafilactica en los que se puede comprobar
la respuesta total o evaluar el nivel de los distintos mediadores que intervienen
(BROCKLEHURST, 1960 ). Segin WEISER y col. (1941), los ratones son relativamente
resistentes a sufrir un shock anafilactico. Teniendo esto en cuenta, la anafliaxia cutanea
pasiva (PCA) ha sido la mas ampliamente utilizada para reconocer cuantitativamente
anticuerpos homocitotropicos (OVARY, 1958), mientras que parareacciones cualitativas de
este tipo de reaccién se requieren procedimientos mas especiales (MITSUYA y col.,1981).
Entre los primeros métodos descritos, para estudios de broncoconstriccién alérgica, fué
el de AUER y LEWIS (1910) y algo més tarde el de ALEXANDER y col. {1925), en el que
también se acudia a producir el cuadro anafilactico en cobayas sensibilizados mediante
inhalacién del antigeno especifico, pero en ninguno de los casos se realizaban estudios
cuantitativos ni se llegé a controlar 1a liberacién de mediadores en la anafilaxis bronquial
bajo estas condiciones experimentales. La naturaleza y actividad de dichos mediadores
han sido estudiadas posteriormente y, en particular, para la histamina {BARTOSCH y
col.,1932) y distintos metabolitos del &cido araquidénico (BROCKLENHURST, 1960, PIPER

y VANE, 1969; HAMBERG y col.,1976; ANDERSON Yy col.,1983). Més recientemente se han
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propuesto diferentes modelos de hipersensibilizacién pulmonar, en ratones, que pueden
dar lugar a una reaccién anafilactica por inhalacién. Entre ellos, mencionaremos en primer
lugar el de McKASKILL y col. (1982), en el que por via nasal se produce una
hipersensibilizacién con polen de gramineas y después, por lamisma ruta, se desencadena
la reaccién anafilactica con el mismo alergeno. Sin embargo, como en estos casos se
originan inflamaciones inmunolégicamente inespecificas, aunque localizadas en vias
respiratorias aitas, el modelo no es recomendable para estudios farmacolbgicos por la
propia complejidad del material biciégico.

Estas dificutades han conducido a otros investigadores que tenian idéntice
propésito de sensibilizar animales a nivel bronquial, a la utilizacién de aerosoles de
ovoalbimina como agente sensibilizante, en cuadros de hipersensibilizacién pulmonar
experimental en cobayas, (HERXHEIMER, 1952) y en ratas (SHORTLAN y SHORE, 1974;
PIECHUTAy col.,1979), puesto que esta molécula no produce inflamaciones inespecificas.
También con este modelo se han realizado estudios de regulacion de respuestas de IgE
en ratones, con el propésito de extrapolar resultados para un mejor conocimiento de los
mecanismos de sensibilizacién alérgica en humanos (HOLT y col.,1981; IMAIl y col.,1983).
Un interesante modelo de anafilaxia experimental en ratdn, por hipersensibilizacion
intranasal con ovoalbimina, ha sido propuesto por McCASKILL y col. (1984) para estudiar
los mecanismos inmunolégicos de anafilaxia. Siguiendo este método, en ratones
convenientemente sensibilizados con dos inyecciones de ovoalbimina asociada a vacuna
anti-pertusis como coadyuvante, se desencadena un shock anafilactico no fatal cuando se
administra ovoalbumina por ruta intranasal, apareciendo el maximo de reaccién a los 30
minutos de administrar el desencadenante proteinico. Los signos de maxima gravedad del
shock coinciden con incrementos del valor hematocrito y con aumentos en los niveles de
IgE e IlgG. Este modelo no confleva participacién del Complemento, ya que cuando se

produce una deplecién previa del complemento sérico, mediante administracion de veneno

Introduccion. 70



de cobra, no se modifica la respuesta anafilactica en los ratones. También, mas
recientemente, PAYNE y DE NUCCI (1987) han desarrollado dos métodos “in vitro" e "in
vivd', en los que ocasionan un cuadro de anafilaxia bronquial por aerosoles de
ovoalbimina en cobayas anestesiados y en pulmones aislados de cobaya. La
broncoconstriccién alérgica es aliviada con antagonistas H,; también, mediante la técnica
“in vitro", estudian la liberacibn de mediadores anafilacticos subsiguientes al
desencadenamiento de |a agresién.

En cuanto a otros modelos de anafilaxia pasiva de caricter sistémico, hemos
encontrado uno desarrollado en ratas por MOTA y WONG {1969) y que se funda en una
reaccién clasica de anafilaxia cutdnea pasiva; sin embargo, nos parece més interesante
destacar una técnica propuesta por KANETA y col. (1984) en ratones, que se funda en
producir una sensibilizacidn pasiva en la almohadilla plantar del ratén con anticuerpos
homdlogos (25 pl) y después, desencadenar la respuesta anafildctica mediante inyeccién
intravenosa detl antigeno (100 pl), transcurrido un adecuado tiempo de sensibilizacion de
2 horas al menos. El engrosamiento producido en ia pata del animal, como consecuencia
de unareaccién anafilactica, puede ser registrado cuantitativamente mediante un calibrador
o de un modo analogo al método de la carragenina usado para estudios de
antiinflamatorios (WINTER y col,1963). Como antigeno utilizan albimina de suero bovino
(BSA) y como fuente de anticuerpos homocitotropicos, emplean liquido ascitico
conteniendo anticuerpos anti-BSA procedente de ratones que han sido inmunizados por
via intraperitoneal con BSA méas coadyuvante de Freund completo; para ello utilizan el
método de TUNG y col. (1976), en el que se modifica un procedimiento de MUNOZ (1957).
En todos los casos, el maximo de reaccién se alcanzé a los 15 minutos de administrar el
antigeno (BSA) en los animales que habian sido sensibilizados dos horas antes con el

liquido ascitico conteniendo los anticuerpos anti-BSA de ratén.
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Con propésitos de evaluacién farmacolégica de antagonistas de acetil-FAP, VILAIN
y col. (1986) desencadenan un shock por anafilaxia pasiva en cobayas inyectando por via
intraperitoneal 1 ml de suero anti-ovoalbimina para despues de 10 a 14 dias inyectar por
via endovenosa el antigeno (ovoalbimina), lo que produce un cuadro asmético con
liberacién de histamina en distintos érganos. También con suero anti-ovoalbumina, pero
mediante sensibilizacién intradérmica, GOOSE y BLAIR (1969) estudiaron el efecto de
reaginas termosensibles, en ratas, y su inhibicién especifica por cromoglicato sédico; el
fenémeno desencadenante del cuadro anafilactico se controla por el tamario de las zonas
dérmicas donde se produce la reaccién y que se hacen visibles por azul de Evans.

En ocasiones, se utiliza una reaccién homéloga de anafildxis cutédnea adoptiva
(ACAHo), como la preconizada por KIND y ALLAWAY (1983), para detectar la formacion
de IgG a nivel celular y determinar el efecto de distintos farmacos sobre la formacion de
estos anticuerpos sensibilizantes. El método es una variante del que da origen a un
fendémeno de anafiléxis cutanea adoptiva heterdioga (ACAH), que se produce sensibilizando
ratones con espienocitos de otros que han recibido inyecciones repetidas de globulina de
conejo en forma de anticuerpos anti-timocito de ratén (KIND y MACEDO-SOBRINHO, 1873).

Mediante este procedimiento se puede estudiar la produccién localizada de IgE.
Estos modelos son semejantes al ya clasico de anafilaxis cutédnea pasiva (PCA) propuesto
por MOTA y WONG (1969), excepto que en lugar de inyectar suero en la piel, se inyectan
céiulas de unratdn convenientemente inmunizado (esplenocitos, linfocitos, placas de Peyer,
etc.). Reacciones heterblogas adoptivas se han utilizado para comprobar la induccién de
tolerancia (LEE y SEHON, 1975, CHIORAZZ!l y col., 1976}, para la localizacion de los sitios
espéct’ficos de formacién de IgE (THOMAS y col.,1980) y para modular 1a produccién de
IgE por distintos farmacos.

Otro de los modelos de anafilaxia pasiva heteréloga, de carécter generalizado, se

basa en el desencadenamiento de un fenémeno anafitactico mediante la formacién "in vivo”
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de inmunocomplejos anti-endotoxina (PORTOLES y col.,1984). En opinion de algunos
autores los modelos experimentales con induccién de inmunocomplejos son fundamentales
para estudiar mecanismos patogénicos de lesiones vasculares (DIXONy col.,1961; KNIKER
y COCHRANE, 1968) y permiten una mejor interpretacion y controt clinico de distintas
enfermedades (COCKRANE y KOFFLER, 1973; WILLIAMS, 1980). En este modelo se
inyecta intravenosamente una dosis sensibilizante de antisuero de conejo anti-Brucella y
al cabo de 3 horas, al menos, se inyecta por la misma via una solucién del antigeno
endotdxico, que es el desencadenante del shock; éste se manifiesta, a tiempos variables,
en forma de erizamiento piloso, disnea, vasodilatacion con el consiguiente descenso de
presidén sanguinea, clanosis, colapso vascular y muerte. Por los tiempos de muerte de
cada ratdn, se calcula el tiempo medio de muerte (TLs,) dentro de cada grupo, utilizando
un método nomografico, y asi se puede valorar el posible efecto protector de distintos

farmacos.
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II. OBJETIVOS DEL TRABAJO




El primer objetivo del presente trabajo consiste en realizar una revisién de la
literatura, intentando resumir el estado actual del conocimiento en el campo de las
interacciones neuroinmunitarias. Una vez desarrollado éste, comenzamos una serie de
experimentos con el fin del estudiar con detalle los cambios producidos en el sistema
inmune en situaciones de estrés, para posteriormente ensayar el uso de algunos farmacos
que puedan modular esta interaccién, y a la vez aportar mas datos sobre el mecanismo
intimo de esta comunicacion.

Empezamos por seleccionar varios modelos productores de estrés experimentat en
ratones, que intentan reproducir situaciones en las que existe una incapacidad de
adaptacién al medioambiente, originandose una situacién de alarma y una alteracién del
estado animico. Seleccionamos, entre los que nos parecieron menos cruentos, aquellos
que pueden provocar una situacién de estrés repetible durante varios dias, en condiciones
homogéneas, sin interferir mediante otros mecanismos en nuestras determinaciones v,
particularmente, aquellos en los que se ha descrito alguna alteracion inmunitaria (Tabla [V},

Los modelos que vamos a utilizar son los siguientes: dos con un estimulo
psicosocial, como son el aislamiento del roedor, o la disminucién de espacio vital con el
consiguiente hacinamiento de los animales; otro en el que se origina un estrés de tipo
fisico, causado por la Inmovilizacién del animal en un tiempo y condiciones determinadas;
y por ultimo, un estimulo farmacolégico como el producido por la morfinodependencia En
todos los casos utilizamos los niveles de corticosterona, determinados en plasma de ratén,
como marcador bioquimico del nivel de estrés alcanzado.

El modelo de morfinodependencia presenta unas especiales caracteristicas, ya que
se trata de un estimulo que puede actuar directamente a nivel de los receptores opioides
descritos en los linfocitos, o a nivel del SNC; y permite la instauracién de un cuadro de

estrés modulable farmacolégicamente por medio de la produccién de un sindrome de
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abstinencia. Se ha seleccionado este modelo con el fin de aportar datos que contribuyan
a aclarar la controversia existente en la literatura, ya que para algunos autores los efectos
observados en situaciones de dependencia se deben a la accién directa de la morfina
sobre células inmunocompetentes, mientras que para otros, los efectos chservados son
consecuencia de la situacién de estrés originada.

También sobre estos modelos experimentales, nos proponemos estudiar las
alteraciones provocadas en la respuesta inmune. Para ello utilizaremos células obtenidas
a partir del bazo d.ei ratén, determinando diversos parametros de actividad inmunitaria a
nivel celular para estudiar los diferentes grupos celulares implicados en la respuesta
inmune. Asi, estudiaremos: la proliferacién de linfocitos T y B, inducida por mitdgenos o
antisueros especificos; la capacidad productora de interleukina-2; y la actividad citotdxica
de células NK.

Seguidamente, estudiaremos el funcionamiento del sistema inmune "in vivo",
provocando cuadros de anafilaxia experimental. Para ello realizaremos una puesta a punto
de modelos de anafilaxia pasiva a nivel sistémico y cutaneo. Con el propésito de observar
diferencias fisiopatologicas, ensayaremos varios modelos, utilizando diferentes antigenos
y diferentes proporciones Ag/Ac; asi como diferentes razas de ratones, y varias secuencias
experimentales. Pensamos que estudiando la respuesta inmune en el animal completo en
situaciones de estrés, podemos tener una mejor idea de la interrelaccion entre los sistemas
inmunolégico y neuroendocrino; asi como sobre el funcionamiento de respuestas
anafilacticas en situaciones de estrés.

En lo referente al estudio farmacolégico, decidimos seleccionar varios grupos de
farmacos con intencién, por un lado, de intentar modular la respuesta inmunolégica en
situaciones de estrés; y por otro, conseguir mas datos que nos permitan avanzar en la
comprensidn de los mecanismos de comunicacién neuro-inmunolégica. De este modo,

comenzamos empleando un extracto vegetal de Eleutherococcus senticosusque presenta,
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sequn estudios previos, cierto efecto "adaptégeno” debido a los eleuteroxido-glucédsidos
gue entran en su composicion.

Por otra parte, segln se cita en el capitulo precedente, se ha comprobado que la
influencia del cerebro sobre el sistema inmune, esta sometida a lateralizacion hemisférica,
y de ahi nuestro interes en ensayar el efecto del dietil-ditiocarbamato (DTC), para
comprobar si esta lateralizacién influye en las variaciones de la respuesta inmune inducidas
por el estrés,

Por (ltimo, empleamos una serie de farmacos que intervienen en los sistemas
serotonérgico e histaminérgico. Se ha visto que la histamina, inyectada en cerebro de
ratén, es capaz de modificar el comportamiento, pero no se ha estudiado apropiadamente
cual es el efecto de ia histamina liberada en situaciones de estrés sobre la respuesta
inmune. Ademas, la existencia de interacciones entre péptidos opiodes y liberacién de
histamina por mastocitos, que tanta importancia tienen en ias reacciones de
hipersensibilizacién, justifica el empleo de anti-histaminicos, y anti-serotoninicos en el
modelo de morfinodependencia. Como es sabido, estos sistemas se encuentranimplicados
anivel periférico en larespuesta inmunoldgica (especiaimente en reaccciones anafilacticas),
pero también pueden jugar cierto papel a nivel central, ya que ambos funcionan como
sistemas de neurotransmisién cerebral, y por ello seleccionamos farmacos con mayor o
menor selectividad periférica.

En todos los casos de modulacién farmacolégica, se valorara su efecto sobre el
nivel de estrés alcanzado en cada modelo, y se estudiaran las variaciones de larespuesta
inmunologica (trasformaciéon linfoblastica, sintesis de IL-2, y variaciones de citotoxicidad
natural), asi como las alteraciones en los cuadros de anafilaxia, utilizando como pardmetros
la mortalidad y el TLg, (en la anafilaxia sitémica) y el tamano de lesién dérmica (en la

anafilaxia cutanea). Finalmente, para completar el estudio de estos cuadros, emplearemos
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farmacos con efecto sobre el Complemento, que tanta influencia tiene sobre 1a patogénia
por inmunocomplejos.

Esperamos que |os resuitados obtenidos aporten nuevos datos al conocimiento de
fa interaccidn neuroinmune en situaciones de alarma, producidas por la incapacidad de
adaptacién a cambios bruscos en las condiciones medioambientales, y a su posible
modulacién farmacoldgica.

En la siguiente figura, se muestra un resumen del desarrollo experimental de este

trabajo.

AISLAMIENTO
ESTUDIO MORFINODEP. ANAFILAXIA
DE HACINAMIENTO v PASIVA
MODELOS S. ABSTINENCIA PSA PCA
INMOVILIZ ACION l

/ f

1. Adaptégenos 3. Antihistaminiccs

MODULACION

FARMAGCCOLOGICA
2. Inmunomoduladores 4. Ctros

Fig. 9.-Representacién esquemdtica del desarrollo experimental de este trabajo, y de sus
objetivos.
e s -
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IIl. MATERIAL Y METODOS.




li.1.- MATERIALES Y MEDIOS.

lIl.1.1.-Animales

La mayor parte de los experimentos se han realizado sobre ratones BALB/c

(Interfauna |berica S.A.), de 8-12 semanas. En ocasiones, estudiamos comparativamente

las respuestas entre animales de 8 y 36 semanas de edad respectivamente. En ensayos

previos sobre variaciones de respuestas condicionadas por la estirpe murina empleamos

ofras razas de ratones consanguinecs, cuyas caracteristicas genéticas también son

perfectamente conocidas, como los C3H y C57BI/6 (Centro de Investigaciones Biolégicas

y Centro de Bioclogla Molecular) (Tabla V). Las comparaciones entre BALB/c y C3H nos han

permitido controlar méas especificamente las respuestas frente a las distintas endotoxinas

utilizadas como antigenos.

Tabla V. Caracteristicas genéticas de los ratones utilizados, en relacioén con el sistema principal

de histocompatibilidad (H-2). Regi6n I (genes Ir), y Region § que codifica al C4.

Estirpes Regién-I Reqién-S Haplotipo
murinas K A J E D Ss - Slp H-2
C57B1/6 b b b b b Ssh - Slpo b
C3H k k k k k Ssl - Slpo k
BALB/c d d 4 d d Ssh - Slpa d

Para la obtencién de sueros sensibilizantes, se utilizaron: a) conejos blancos de

Nueva Zelanda, que pesaban por termino medio unos 4 kilos en el momento de iniciar la
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inmunizacién; y b) ratones Swiss Webster de 10 semanas de edad y de unos 28-30
gramos de peso.

Los animales fueron mantenidos en jaulas de pléastico, con agua y comida "ad
libitum", a una temperatura ambiente de 20-22°C, y con fotoperiodos dia:noche de 12:12

horas.

I1.1.2-Cultivos celulares

Los ensayos inmunofarmacolégicos “ex vivo" se realizaron sobre linfocitos
esplénicos procedentes de ratones BALB/c obtenidos segln técnica previamente descrita
{ROJO y col. 1983a).

También se utilizaron cultivos de células CTLL-2 para determinaciones de

interleuquina-2 y células YAC-1 para estudios de citotoxicidad NK.

ll.1.3.-Antigenos

Como moléculas inmunizantes empleamos, por una parte, varias endotoxinas
(EDTX), v por ofra, albGmina bovina (BSA). Entre las primeras, hemos seleccionado la
fraccién endotédxica F5 aislada a partir de la estirpe Brucella abortus 2308, obtenida por el
método de WESTPHAL (BAKER y WILSON, 1965) y a partir de cultivos de 48 horas a 37°C
con agitaciéon, sobre medio liquido de Tripticasa-soja (BBL, Microbiology Systems,
Cockeysville, Md.). Para ensayos de sensibilizacion cruzada, se utilizaron otras moléculas
de endotoxinas bacterianas procedentes de Yersinia enterocolftica (serotipo 8)y
lipopolisacarido de Escherichia coli (055:B5, Difco).

En el otro tipo de experimentos, generalmente para reacciones PCA, se utilizé como

antigeno albGmina bovina (BSA) cristalizada vy liofilizada {Sigma).
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lil.1.4.-Anticuerpos sensibilizantes

Segin la respuesta anafilactica estudiada se usaron como anticuerpos
sensibilizantes: a) Suero de conejo hiperinmune anti-B.abortus 16 M (PORTOLES vy caol,
1984); y b) Suero de ratones convenientemente inmunizados con BSA, segun la técnica

de MOTA y PEIXOTO (1966).

Hl.1.5.-Anticuerpos para citofluorometria

Para este estudio, se utilizaron distintos anticuerpos monoclonales, faciltados por
el Dr. Rojo del C.I.B, y cuyas caracteristicas se indican a continuacién: Ig G de hamster
anti-CD3e de ratén (145-2C11); Ig Ge de rata anti-CD3e de ratén (YCD3-1); IgG2b de rata
anti-CD4 de ratén (GK1.5); |gG2a de rata anti-CD8 (53-6.72); e IgG de rata anti-Thy-1 de
raton (Y-19). Todos eflos fueron purificados por cromatografia de afinidad con proteina A,

a partir de sobrenadantes de cultivo de hibridomas precipitados en suifato aménico.

fli.1.6.-Medios de cultivo y soluciones

Ademas del medio de cultivo Tripticasa-soja (BBL) antes citado, se utilizaron placas
de Bacto peptona-agar (Difco) cuando se trataba de ensayar la esterilidad de los sueros
y soluciones endotéxicas a emplear.

La solucidén salina tamponada (PBS), fué preparada a partir de dos soluciones
conteniendo: la Sol.A, CINa (8 g.) y CIK (0.2 g.) en 400 ml de agua bidestilada; y la Sol.B,
con PO,H,Na,.12 H,0 (2,8 g.) y PO,H.K (0.2 g.) en otros 400 ml de agua bidestilada. Se
mezclan ambas soluciones, se completan hasta el volumen de un litro con agua bidestilada
y se esteriliza en autoclave después de comprobar que su pH final es 7,2. En los casos
requeridos, esta soluciéon PBS, fué suplementada con EDTA al 0.02%

Tambien se utilizo solucién salina tamponada de Mishell y Dulton (MBSS) para el

manejo de los cultivos celulares. Su composicion es de 8 g de CINa; 0,2 g de Cl,Mg.6H,0;
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0.2 g de 8O,Mg.7H,0; 0.06 g de PO,H,K; 0,461 g de PO,HNa,12H,0; 0.186 g de
Cl,Ca.2H,0; 0.4 g de CIK; 1 g de D-Glucosa; 0.01 g de rojo fenol; gentamicina (40 ug/mi);
agua de grado reactivo hasta un litro.

Como medio de cultivo base (sin suero) para céiulas de mamffero, se utilizé RPMI-
1640 de Flow, con 2 g de COHNa y 2mM de L-glutamina, més gentamicina (40 pg/mi).
Ocasionaimente este medio era suplementado con 10% de suero fetal bovino (FCS)
previamente inactivado a 56° durante 30 min.

En algunas ocasiones se utilizé medio RPMI-1840 enriquecido (medioc K) con L-
glutamina (2 mM), HEPES (10 mM), 2-mercaptoetanol (2-8-ME; 70 pM), aminoacidos no
esenciaies y gentamicina (40 pg/mi). Los aminoacidos no esenciales y la glutamina fueron
anadidos a partir de una solucién de Gibco concentrada (100x). Este medio fue
suplementado con 5-10% de suero fetal bovino (FCS) inactivado.

Todas estas soluciones fueron esterilizadas por filtracién a través de fittro Millipore

0,22 um de poro.

Il.1.7.-Mitégenos y reactivos celulares

Empleamos dos tipos de mitégenos: a) Lipopolisacérido (L.PS) de Eschericha coli
(Bactopolysaccharide W.E. Coli: BS Difco), y b) Concanavalina A (Con A), lecitina obtenida
a partir de Cannavalina eusiformis por Calbiochem (Grado A).

Los mitégenos fueron disueftos en PBS a las concentraciones adecuadas, y
esterilizados por calentamiento en bafo de agua hasta 100° C durante 60 min {LPS), o por
filtracién (Con A). Después se mantuvieron congelados a -20°C hasta su utilizacién.

Se utilizé Timidina tritiada (metil-3H-timidina, 3H-TdR), de actividad especifica 25
Ci/mmo! (102 mCi/mg), a una concentracién de 1mCi/ml. La timidina diluida a 1/10 fué
utilizada para dar pulsos de 0.5 uCi é 1 uCi/cultivo. Este producto fue adquirido a The

Radiochemical Center, Amershaw.
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1Il.1.8.- Farmacos

Se han utilizado varios farmacos, que podemos subdividir en cuatro grupos:

1) Como moduladores de la situacién de estrés, se emplearon extractos
saponinicos del Eleuterococus senticosus (Lab Normon).

2) Como modificadores de la intearccién neuroinmune, se ha utilizado el Dietil-
dithiocarbamato (DTC) {Lab Rhéne Poulenc); sustancia inmunomoduladora, que presenta
efectos dependientes del sistema nervioso central a nivet del cértex.

3) Se emplearon también farmacos con accién sobre los sisternas histaminérgico
y serotoninérgico que, seglnlos casos, pueden actuar como reguladores del brazo efector
de la respuesta inmune, o de la interaccién neuroendocrina a nivel central. Entre ellos
destacan: Clorfeniramina (Cf), Tripelenamina (Tp), Cimetidina (Ci}, Ciproheptadina (Cy), y
como estabilizador de membrana, el Cromoglicato (Cr).

4/ Como moduladores de la respuesta inflamatoria se uilizaron: antiagregantes
plaguetarios como Ticlopidina (Tc), inhibidores de tromboxano como el Imidazol-alfa-
cetogiutarato («-|C), anti-inflamatoriosinhibidores de prostaglandinas como laindometacina
(Id), anti-aterogénicos como el Clofibrato (Cl) e inhibidores del complemento como la
Suramina (Su) y Acido flufenémico (Af).

Para el modelo de dependencia se empleé Morfina base (Mfn) (Unidn Quimica
Farmacedutica S.A.E., del Centro Nacional de Estupefacientes y Psicotropos) para preparar
los "pellets”" de liberacién retardada segin técnica modificada de GIBSON y TINGSTAD
(1970). La composicién de los “peflets’ es: 75 mg de morfina, 75 mg de celulosa
microcristalina (Avicel}, 1.5 mg de estearato magnésico, y 0.75 mg de didéxido de silicona;
obteniéndose comprimidos de 7 x 3 mm. En ocasiones se emplearon "peflets”’ con lactosa
en lugar de morfina para el grupo control. |.a Naloxona {Nx} se utilizé6 como antagonista
opiaceo a dosis de 1 mg/Kg en inyeccién subcutanea, para desencadenar un sindrome de

abstinencia.
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lIl.2.- TECNICAS Y MODELOS EXPERIMENTALES.

lIil.2.1.- Modelos experimentales de estrés.

Para el modelo de aislamiento (AIS), se emplearon jaulas de plastico, 30x30x25
(PANLAB) con un solo animal por jaula, y se aislan visual y aclsticamente entre si por
paneles de porexpan, en habitacién independiente para evitar interferencias. Los animales
tenian libre acceso al aguay la comida, y fotoperiodo luzfoscuridad 12:12. En los ensayos
de hacinamiento (HAC), se emplearon las mismas jaulas colocando 24 animales en cada
una de ellas, con las condiciones habituales de agua, comida y fotoperiodo. Para el modelo
de inmovilizacién (INM) se emplearon bolsas flexibles realizadas especialmente con malla
de hilo metalico sin nudos, trama dos mm., modificacién personal del modelo propuesto
por BLECHA y col. (1982), en las que una vez introducido el roedor, se reducia el espacio
con pinzas fijas hasta su inmovilizacién. Este sistema permitié asegurar una inmovilizacién
del animal, independientemente de su tamafio, sin producir lesiones fisicas, manteniendo
la transpiracion, y con una resistencia aceptable a las mordeduras del animal,

Para el modelo de morfinodependencla (MFN), se emplearon “peflel’ de morfina
seg(m férmula modificada de GIBSON y TINGSTAD (1970), con la composicién indicada
previamente. Para |los grupos control, se emplearon “pelffet' que contenian lactosa. La
técnica de implantacién subcutanea es sencillay rapida, y no requiere anestesia. Se coloca
al animal sobre una rejilla, manteniendo las normas de asepsia, y tras depilar la zona, se
realiza un corte en la piel, se libera el espacic subcutédneo con unas pinzas, y se infroduce

el "pelfet’, procediendo al cierre de la herida con un punto de sutura.
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lIl.2.2.-Obtenclén de sueros antl-Brucella.

Se obtuvieron sueros de conejo hiperinmune tras inmunizar los animales por via i.v.
con una suspension de 2x108 células vivas de B, abortus 16 Men 0,5 ml. de PBS apH 7,2.
Al cabo de un mes se sangraron ios conejos v, después de la coagulacién de la sangre,

se separd el suero segin es habitual en el laboratorio.

i.2.3.-Determinaciones de Inmunoprecipltacién cuantitativa
Para medir la interaccién especifica antigeno-anticuerpo y asitener unaidea deltipo
de inmunocomplejo que se puede producir, se ensayaron curvas de precipitacién

anadiendo cantidades crecientes de antigeno a volimenes constantes de antisuero segdn

inmunoprecipitado (ug/tubo)

07~

Inmunoprecipitados | 47
— B. abortus
Y. enteroc. 2

—#— E. coli

Q- T T TT7Tm T T TTTTTT T T 117

0,001 0,01 0,1 1 10
conc. antigeno (mg/ml)

con 0.26 ml de suero anti-Brucelia

Fig. 10.-Curva de inmunoprecipitacién para tres antigenos diferentes, en funcion de su
concentracion en el medio.

la técnica recomendada por KABAT (1968) (Fig. 10).
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lIl.2.4.-Determinacién de protelinas
En los complejos antigeno-anticuerpo, previamente disueltos en NaOH 1 N, asi
como en los sueros hiperinmunes y en las endotoxinas, se determinaron las proteinas por

la técnica de LOWRY y col. (1951).

lll.2.5.-Determinacién de DL 5, para moléculas endotéxicas.

Para estos ensayos, se prepararon una serie de diluciones crecientes de las
endotoxinas correspondientes en PBS. Cada una de estas diluciones se inyecto por via
i.p. 0 iv. (0,2 ml /ratdn). Los animales se mantuvieron en observacién durante 8 dias,
registrando las muertes que se produjeran en cada grupo durante todo este tiempo de
observacion. Los datos obtenidos se procesaron utilizando un programa (DELETHAL),

especialmente disefiado para estudios de patogenicidad y céalculo de los valores de DL,

Il.2.6.-Anafilaxia sistémica pasiva (PSA) y determinacién del TLg,

Para producir cuadros sistémicos de anafilaxia pasiva por inmunocomplejos, se
indujo la hipersensibilizacién del ratén por medio de la administracién i.v. (en el plexo
retroorbital) de 0,2 ml. de antisuero especifico (dosis sensibilizante} y después, por la
misma via, se inyect6 0,2 ml. de la solucién endotdxica, previamente disuelta en PBS a las
concentraciones que se indican en el capitulo de resultados. Normaimente se establecié
un intervalo minimo de tres horas entre el momento de la sensibilizacién por el suero y la
inyeccién antigénica desencadenante del shock, segln se ha indicado previamente
(PORTOLES y col. 1984), igual que para la determinacién del tiempo medio de muerte

(TLso)-
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1.2.7.-Anafilexds cuténea pasiva (PCA)

Después de algunos ensayos previos en los que se tuvieron en cuenta los
resultados de PROUVOST-DANON y col. (1967) se ensayaron dos métodos de
sensibilizacién pasiva: a) procurando una sensibilizacién de piel entera mediante una
inyeccién intravenosa de los anticuerpos sensibilizantes, es decir; lo que constituye la
propia reaccién PCA de OVARY (1958); y b) por sensibilizacién de areas localizadas de la
piel inyectando intradérmicamente los anticuerpos para dar lugar a lo que algunos autores
prefieren Hamar reaccion cutanea pasiva reversa {PCR) o reaccion revertida de anafilaxia
pasiva , que més propiamente pudiera considerarse como un fenémeno de Arthus.

También se provocd una sensibilizacién general mediante inyeccién intravenosa del
anticuerpo (0.2 ml. de suero por via retroorbital) para, 48 horas més tarde, inyectar el
antigeno por via intradérmica (0.5 pg de albimina o 0.26 pg de endotoxina en 0,05ml. de
PBS). De este modo se producen en el dorso de cada raton unas lesiones intradérmicas
en los lugares de administracidn del antigeno.

Cinco minutos antes de administrar el antigeno, se inyecté 0,1 ml. de azul de Evans
al 0,5% en PBS para hacer visibles los aumentos de permeabilidad. Aproximadamente una
hora mas tarde, tiempo suficiente para producir una reaccién visible de anafilaxia cutanea,
sacrificamos al animal para determinar el area de las lesiones en la cara interna de la piel.
La intensidad de la reaccién se cuantificé calculando la media geométrica de los didametros
de las distintas lesiones y determinando, después, las variaciones del % de respuesta para
los casos de estrés, o por el efecto de los tratamientos farmacoldgices, mediante la
formula:

% = 100 - (media grupo tratado/media grupo control) x 100.
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Ill.2.8.-Ensayos de trasformacién linfoblastica

Se obtuvieron los bazos de los roedores en condiciones estériles, tras sacrificarios
por dislocacién cervical. Los érganos extraidos se trituran en una rejilla de acero inoxidable,
disgregandolos sobre una placa petri conteniendo MBSS frio. Asi se prepara una
suspension que se sedimenta en un tubo mantenido en higlo durante 5 min. Se recogen
las células sobrenadantes, y se lavan tres veces en MBSS frio con sucesivas
centrifugaciones, resuspendiendo las celulas posteriormente en medio de cultivo.
Finalmente se recuentan las células visibles con azul tripano al 0.25% y se ajusta la
suspensién celular a ia concentracién deseada.

El cultivo de células se efectué sobre placas microtiter de 96 pocillos a los que se
anadian 200 ul de la suspension celular por pocillo (2.5 x 10° células/ml). Después se
anadia el mitdgeno correspondiente en volimenes de 10 uly fas soluciones de farmacos
a la concentracién deseada en 20 ul. En todos los casos se establecieron controles sin
mitégenos.

Los cultivos se mantuvieron 48 h en el incubador de CO, a 37°C, con atmésfera
de 5% de GO, y humedad a saturacién. Al cabo de este tiempo se anadid a cada pocillo
un pulso de *H-TdR (0.5uCi/pocillo), y se vuelven a incubar las células otras 24 horas.
Alternativamente se puede dar un pulso de 1 uCi durante las dltimas 4 horas de esos tres
dias de cultivo.

Pasado el tiempo total de incubacion, las células se recogieron sobre filtros de fibra
de vidrioc GF/A mediante cosechador automético para recogida de muestras multiples. Los
fitros con las células se transfieren a viales de vidrio para contador de centelleo liquido, se
afaden 2 mi de liquido de centelleo, y se mide la radioactividad beta incorporada en un
contador LKB. Las determinaciones se hicieron por triplicado, y los resultados se expresan
en cada caso como c.p.m. de *H-TdR incorporada. Dicha medida da una idea exacta de

la sintesis de ADN producida durante la proliferacién celutar.
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l1.2.9.-Ensayos de proliferacion celular en placa.

En ocasiones, particuiarmente en los experimentos de citometria de flujo (FACS),
se determinaron las variaciones de respuesta linfoproliferativa sobre placas de microcultivo
de 96 pocillos de fondo plano (Costar), y utiizando para la activacién, no sélo los
mitégenos a distintas concentraciones, sino también algunos anticuerpos monoespecificos
como el 2C11. Con este procedimiento se mide la actividad celular en funcién de la
concentraciébn de una enzima mitocondrial en el cultivo: la Succinato-deshidrogenasa, que
refieja perfectamente el grado de viabilidad celular.

Se aplico el método de MOSSMAN (1983}, utilizando volimenes finales de cultivo
de 0,1 ml. (con 10* células por pocillo), y después de afadir los distintos elementos en las
placas (PBS, mitdgencs, o anticuerpos}, se llevan a incubar con 5% de CO, y se mantienen
a 37° durante 72 horas. Al cabo de este tiempo se mide la proliferacion celular por
reaccién colorimétrica (MOSSMAN, 1983} con MTT como substrato; para ello se ahaden
20 ml. de la solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetithiazol-2-1) 2,5-difeniltetrazolio (Sigma
M2128) disuelto en PBS (2,5 mg/mil).

Al cabo de 4 horas a 37° se detiene la reaccidn, en la que se ha originado MTT-
formazéan de color azul, mediante la adicién de isopropanol &cido (0,1 ml/cultivo de alcohol
isopropilico + CIH 0,04N). El crecimiento celular se determina midiendo las variaciones
colorimétricas en un espectrofotémetro lector de microplacas a 550 nm. y utilizando como

referencia la lectura a 690 nm.

1.2.10.-Determinacién de Interieuquina-2 (IL-2)

Para valorar la produccion de IL-2 por esplenocitos estimulados por Con A, se
utilizé el método de GILLIS y cols. (1978), determinando la capacidad de los sobrenadantes
de linfocitos esplénicos murinos para inducir la proliferacién de células CTLL-2, cuya

capacidad de crecimiento depende de la cantidad de IL-2 presente en el medio.
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Se eliminé del medio de cultivo de dichas células el factor de crecimiento, por medio
de 3-4 lavados. Se colocaron 100 p! de suspensién conteniendo 4000 células CTLL-2 en
cada pocillo de una placa microtiter, junto con 100 ul de una serie de diluciones del
sobrenadante a ensayar, y se dejan en incubador de CO, a 37°C durante 20 h; al cabo
de este tiempo, se afade 1.Ci de *H-TdR a cada pocillo y, después de 6 h, se recogen
los cultivos en un cosechador automatico multiple para determinar ta incorporacién de
timidina tritiada (medida en ¢.p.m.} en un contador LKB para medir radiaciones beta.

Como control, en estos ensayos de actividad de IL-2, se utilizaron sobrenadantes
de rata Lewis estimulados por Con A, cuya actividad se habia valorado previamente
respecto ala de un sobrenadante de células esplénicas de rata Wistar, CSIB-1, procedente
del Instituto Suisse de Recherches Experimentales sur le Cancer, que contenia 150 U de
IL-2/ml (1 U de IL-2 = 0.3 ng de IL-2 purificada a homogeneidad), respecto de una IL-2
humana semipurificada de origen comercial (Cellular Products, 120-150 u de {L.-2/ml}, y una
IL-2 humana recombinante (Amersham ARN 1010 5x10° u de (L-2/ml). Los datos se calculan
segln un anélisis Probit de los resultados mediante programa informatico.

Los sobrenadantes control de esplenocitos de rata Lewis se prepararon por
disgregacion del bazo segln técnica habitual. El sedimento se suspendié a 37°C durante
3 min. A continuacion afadimos medio K frio para detener la reaccion, centrifugamos ia
suspension 5 min a 250 x g. Las células del sobrenadante se ajustan a 5x10%ml en medio
K con 5% de FCS y se les anade Con A (5 pg/mi), incubandose en frascos de cultivo, a
37°C en atmosfera al 5% de CO, y humedad a saturacion. A las 24 h se centrifuga la
suspensién celular a 200 x g durante 10 min por dos veces. El sobrenadante final se fiitra
a través de filtros Millipore con poro de 0.22 um y se conserva en congelacion a -20°C

hasta su utilizacién.
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lIL2.11.-Actividad citotéxica de células NK

Se basa en situar en el mismo medio células efectoras y células diana. Asi, se
seleccionan células linfoides del bazo, segin se explicé previamente, y se enfrentan a
células YAC-1 usadas como diana para células NK de ratén siguiendo el método descrito
previamente por ROJO y cols., en 1986.

Las células YAC-1 se marcan con cromo 5'Cr cuando se encuentran en fase de
crecimiento exponencial. Se recogen 5x108 células/ml, se centrifugan a 250 x g durante 5
min, y se resuspenden en medio K. Se afiade cromato sédico marcado con %'Cr a razén
de 0.1 mCi/5x108® células, quedando éstas a una concentracién final de 10° células/mi. Se
incuban, en tubo, durante 60-90 min a 37°C en incubador con 5% de CO, y humedad a
saturacién, con agitacién ocasional. A continuaciéon se lavan 3 veces en MBSS y una vez
en medio K, se centrifugan 5 min a 250 x g, para eliminar el >'Cr sobrenadante. Se
resuspenden en medio K y se ajustan a 10° células viables/ml, previo recuento con azul
tripano.

Como células efectoras, en el ensayo de actividad NK se han utilizado suspensiones
de esplenocitos murinos. Se lisan esplenocitos segun el método habitual, y se ajusta la
suspensién celular a 2x107 células/ml de medio K con 10% de FCS. A continuacién se
preparan mezclas de estas céluias efectoras con células YAC-1 (células diana) a distintas
proporciones. Los ensayos se realizan mediante incubacién durante 18 h en incubador de
CO, y deteniendo la reaccién con medio MBSS frio.

Los resultados se expresan en % de lisis especifica o en unidades liticas, se
considera una U.L. el nimero de células necesario para obtener un 33% de liberacién
especifica de #'Cr. Los datos de lisis obtenidos se procesan mediante programa informéatico

(PORTOLES y MARQUEZ, 1987).
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lI.212-Recuento de plaquetas

Para la cuantificacion de plaguetas hemos utilizado el método indirecto de FONIO,
segun lo descrito anteriormente por SUAREZ- PEREGRIN (1947). Partimos de 0,1 ml. de
sangre que se mezclan rapidamente con 500 pl. de sulfato magnésico al 14%. Con esta
mezcla se hacen varios frotis, que una vez secos se tifien con MAY GRUMWALD-GIEMSA.
En estas preparaciones se cuenta la proporcién de hematies y plaquetas en varios
campos. Después, haciendo un recuento de hematies, se puede calcular el nUmero
absolutc de plaquetas segin 1a proporcibn previamente determinada de

hematies/plaguetas.

fll.2.13.-Recuento de sosinéfilos

Se utilizé como indicador de variaciones de actividad adreno-cortical (MARTIN y col.,
1954; HOPWOOD y TIBOLLA, 1958); y se realizd el recuento directo por un método
previamente descrito (SCHALM y col. 1985) usando el diluyente de PILOT (1950) a base
de propilen-glicol. Con pipeta de globulos blancos se toma sangre hasta lamarca 1.0y se
completa con el liquido de dilucién hasta la marca 11.0; se agita la pipeta durante 2
minutos, se descarta el liquido diluyente de la porcién capilar y se toman muestras del
resto (en el que estan suspendidas las células) para depositarlas sobre un hemocitémetro
y realizar la lectura después de 15 minutos, tiempo en el que se lisan todos los linfocitos

excepto los eosindfilos.

l1l.2.14.-Preparacién de células para su utilizacién en citofluorometria de flujo {FACS)

Se utilizé esta técnica con propositos de caracterizar fenotipicamnete las subpoblaciones
de linfocitos esplénicos mediante ciertos marcadores expresados en su membrana. Para
ello se seleccionaron los anticuerpos anti-CD4 (Gk 1.5), anti-receptor D10 (3D3), anti-LAF

1 (M 17/52) y anti-Mac 1 (M 1/70).
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En placas de 96 pocillos de fondo en U, se incubaron células D10 control, células
D10 tratadas con Gk 1.5 y células de bazo de ratén BALB/c, en la proporcién de 250.000
a 500.000 células/pocillo (50, 100 y 150 ul de suspensién de células/pocillo). Se
centrifugaron las placas a 1.600 rpm durante 2 minutos. Seguidamente se retiraron los
sobrenadantes, se resuspendieron las células en Super-Mixer y se afiaden los anticuerpos;
éstos, previamente, se habian preparado a concentraciones adecuadas de 102 100 pg/ml
y de ellas se afaden de 75 a 100ui de la solucién de anticuerpo, realizando después una
buena suspensién por repetidas succiones con la pipeta automética. Antes de afadir los
anticuerpos monoespecificos se afrade un 10 % de suero normal de rata o ratén (en
funcidn del origen de los anticuerpos) para evitar, mediante saturacién las reacciones
inespecificas.

Estas suspensiones en placa, tratadas con los anticuerpos, se mantienen en nevera
durante 30 minutos y después de centrifugar 2 minutos se retiran los sobrenadantes para
resuspender y lavar tres veces con la "solucién de tincion" (PBS + 2 % de suero fetal de
ternera + 0,1 % de azida sédica), antes de anadir el segundo anticuerpo -generalmente
acoplado con fluoresceina- que habia de reconocer al primero.

Este segundo anticuerpo, se afadié y resuspendié como anteriormente, para
después incubar las placas en nevera durante 30 minutos. Se efectuaron tres lavados, sin
suero y con 0,1 % de azida (100 a 200 ul). Se afiadieron 100 - 200 pl de p-formaldehido
como fijador y se resuspendié como habitualmente, completando con PBS hasta 500
ul/pocillo.

Las placas asi dispuestas se cubrieron con papel de aluminic y se mantuvieron en
nevera hasta su lectura en un citofluorimetro de flujo EPICS-C (Coutlter), ajustado para

excluir las células no viables.

M. y Métodos. 95



[I1.2.15.- Determinacién de niveles de corticosterona en suero.

La corticosterona, glucocorticoide endégeno secretado en ratones con un ritmo
circadiano muy similar al de las ratas, fué determinada por HPLC siguiendo el método de
SHIMIZU y col. (1983). En resumen, este método consiste en extraer la corticosterona de
una muestra de 200 pl de suero con 0,05 ml de NaOH 0,25 M y 4 ml de cloruro de
metileno en un pequefio embudo de decantacion; después de agitar durante 1 minuto, se
deja decantar y se lava a continuacion, con agua, la capa de disolvente orgénico,
transfiriéndola a un erlenmeyer de 5 ml donde se evapora en vacio a 30° C. Elresiduo se
disuelve en 50 ul de metanol y se inyectan 25 pul de solucidn en una columna de vidrio.

Para la curva de calibracién se utilizé solucibn de albimina al 3 % con
concentraciones variables de corticosterona (5 a 30 ug/100 ml) y se dispone un estandard
interno de 10 ug/100 ml.

Como fase mévil empleamos una mezcla de acetonitrilo: sulfarico al 0,03 % (40:60),
trabajando a 30° C,

En primer lugar se preparan muestras control de suero de ratébn con 300
ng/inyeccién de cada patrén interno, obteniendo espectros como el representado en la Fig.
11 para caracterizar en la escala de tiempos el tipo de molécula y con estos datos

determinar la corticosterona en las distintas muesiras de suero de ratén.

11l.3.-ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Para el andlisis y comparacién de datos, tanto de DLy, como TLg, se utilizé un
programa informatico (MARQUEZ y col. 1990). Las relaciones entre indice de supervivencia
y tiempo fueron ajustadas mediante lineas de regresiéon por minimos cuadrados y
calculados sus indices de correlacién. La comparacién estadistica de medias se realizd
mediante t de Student, para datos independientes, tras comprobar las condiciones de

aplicacién. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de p < 0,05.
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Fig.  11.-Perfiles de espectros-patrén de diversas moléculas determinadas por HPLC seglin
el método de SHIMIZU vy col. 1983. '
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IV. RESULTADOS.




En primer lugar consideramos necesario realizar algunos estudios preliminares en
relacion con los modelos experimentales que van a ser ensayados. Su puesta a punto
requiere, tanto el conocimiento de las posibilidades de ejecucién, como la cuantificacion
de alteraciones en el estado de salud fisica de los animales y de las variaciones en
aquellos pardmetros que puedan ser reflejo de su estado animico, nutricional y de
desarrollo. Los datos obtenidos permiten establecer condiciones técnicas normalizadas y
conocer algunos parémetros-tipo sobre los que determinar posibles variaciones, que

reflejen alguna interaccién neuroinmunitaria.

IV.1.- ESTUDIO PREVIO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES

IV.1.1.-Modelos experimentales de estrés.

Segln se indica en el apartado de métodos, son cuatro los procedimientos
utilizados en este estudio para producir distintos cuadros de estrés: a) hacinamiento
(HAC); b) aislamiento (AlS); c} inmovilizacion (INM); y d) morfino-dependencia (MFN).

En principio se establece un examen comparativo, en cuanto a distintos parametros
del comportamiento (Tabla Vl}, para disponer de unos perfiles de actitud en cada caso. Se
objetivé una disminucién moderada del peso, en proporciones variables para todos los
modelos (entre el 2 y 6% respecto a los controles; p= no significativo), excepto en el de
aislamiento, que experimentd un leve incremento (7% respecto a los controles) que se
correlacciona con un mayor consumo de nutrientes. La actividad motora se ve muy
aumentada en las situaciones de aislamiento y morfinodependencia, acompafiada en el
Gltimo case de intranquilidad, irritabilidad, y tensiébn muscular aumentadas. Como era de

esperar, en los animales morfinodependientes se incrementa significativamente la
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Tabla VI

.-Efecto de las distintas situaciones de estrés, mantenidas durante una semana, sobre
peso,nutricidén y algunos pardmetros de comportamiento, en ratones BALB/c.

MODELO Actividad | Intran- | Irrita- | Analgesia | Tensién Cambio Consumo | Consumo
Experimental Motora quilidad | bilidad (a) Muscular | de Peso comida agua
Control + - - 1221 7022 {b) | 100% (c) | 172 (d) [ 1613 (e)
Aislamiento + + - t 145 7545 107% 1212 141
!I Hacinamiento : + 4 T 9+2 12847 94% 8+5 1043
| 1omovilizacisn= ~(p) - (p) No 84 1942 98% 1043 1742
“ Morfinodep. + + + + + + + + + 26%3 153+12 96% 6+4 205

001 "sopeyns2y

(p) este signo aparece cuando es provocado.

(a) tiempo que tarda el ratén en elevar las patas posteriores cuando se le deposita sobre una
placa caliente (56°C).

(b) tiempo que tarda en soltarse de una malla de alambre de 60 g cuando es suspendido
por el rabo.

(c) la variacidn de peso se evallia a las dos semanas de iniciar el modelo, y se expresa
en % respecto al peso del grupo control para el mismo tiempo.

(d) el consumo de comida se expresa en gr/100 gr peso de animal y dia

(e) el consumo de agua se expresa en ml/100 gr de pesc de animal y dia

(*) en el subgrupo con posibilidad de liberacién disminuye el indice de analgesia (7+2 s)
y aumenta la tensién muscular (102%6 s).



analgesia, con cambios variables en los otros modelos.

Nos llamé la atencién el hecho, inicialmente accidental, de que cuando en el grupo
de animales sometidos a inmovilizacion, alguno de eflos tenfa posibilidad de autoliberacion,
sus parametros de intranquilidad, analgesia y tensién muscular se modificaron con relacidn
al resto del grupo experimental (Tabla VI). Esto nos llevé a establecer, en algunas
ocasiones, dentro del grupo de estrés por inmovilizacién forzada, un subgrupo al que se
le daba una cierta posibilidad de autoliberacién.

Para cuantificar el grado de estrés aicanzado en los distintos modelos
experimentales, se han controlado las variaciones de glucocorticoides endbgenos en el
suero de ratones, efectuando siempre las determinaciones entre las 12y 13 horas del dia
y a los 30 a 45 minutos de haber finalizado la situacién de estrés. De este modo evitamos
variaciones debidas al ritmo circadiano (SHIMIZU y col.,1983).

Las determinaciones se repitieron a las 6 y 24 horas, y 6 dias més tarde, para
comprobar las posibilidades de recuperacién; los datos obtenidos se resumen en las Figs.
12y 13. En elias se observa una elevacion significativa de los niveles de corticosterona en
el modelo de inmovilizacién a los treinta minutos (media + ds: 42,5 + 5,2; p< 0,05), y alas
seis horas de terminar la inmovilizacién (media = ds: 38,8 + 4.7, p< 0,05). Asi se
comprobé que el nivel de COR iba disminuyendo progresivamente en funcién del tiempo,
para normalizarse a los seis dias. Sin embargo, las modificaciones observadas en los
modelos de HAC y AIS son poco relevantes, demostrando con ello el menor nivel de estrés
alcanzado (Fig. 12).

En cuanto a los estados de ansiedad producidos durante situaciones de
morfinodependencia, se observa una elevacioén a los 30 minutos, que continda a las 6
horas {media + ds. 61,8 + 8,6 y 66.5 + 5,9 respectivamente; p< 0,01), disminuyendo con
posterioridad.

Quisimos estudiar el fendémeno con mas detenimiento, produciendo sindromes de
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Figs. 12 y 13.-Niveles de corticosterona sérica (COR) de ratones BALB/c sometidos a
situaciones de estrés: Hacinamiento (HAC), Aislamiento (AIS), Inmovilizacion (INM),
Morfinodependencia (MEN), "Pelletplacebo (P/P) y Sindrome de abstinencia (P+N).
Las determinaciones se hacen en diferentes tiempos a partor de que finalice la

situacion de estrés.

abstinencia mediante la administracibn subcutdnea de naloxona (Nx) (1 mg/Kg) y
utilizando, como controles, ratones a los que se habia implantado un “peflef’-placebo sin
morfina. En la Fig. 13 se expresan las variaciones producidas a los 30 min (media + ds:
312 + 23; p< 0,001 respecto al control, p< 0,01 respecto a MFN}), 6 horas(media + ds: 308
+ 18) y 24 horas (media * ds: 295 + 17) de desencadenar dicho sindrome de abstinencia.

En el grupo placebo, con o sin inyeccion de Nx, no se observaron modificaciones

significativas.
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IV. 1.2.- Modelos de anafilaxda experimental.

IV.1.2.1.-Anafilaxia sistémica pasiva (PSA).
Partimos, como referencia, de la curva de precipltacién cuantitativa establecida en

el método 6rlginal con endotoxina y suero anti-B. abortusy sobre ella sefialamos las zonas
de equivalencla y las cinco proporciones de Ag/Ac sobre las que es posible realizar este
estudio previo (Fig. 14). Asfdiferenclamos entre el punto de méxima precipltacién (relacién
Ag/Ac = 1/1), dos puntos con exceso de anticuerpo (relaciones Ag/Ac = 0,25/1 y 0,5/1)

y otros dos mas en la zona con exceso de antigeno (relaciones Ag/Ac = 2/1 y 3/2).

Punto de
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Fig.  14.-Curva de inmunoprecipitacion cuantitativa, entre EDTX de Brucella abortusy su
anti-suero especifico de conejo. Sobre ella se sefialan las distintas proporciones de
Ag/Ac y se utiliza como patrén de referencia.
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Realizamos curvas de precipitacién en funcion de la dosis de antigeno para distintas
toxinas (B. abortus, E.coli Y. enterocolitica), como aparece en la Fig. 10 del apartado de
métodos, seleccionanado la EDTX de B.abortus por presentar mayor precipitacién de
inmunocomplejos “in vitro".

Hemos comprobado previamente las diferencias de toxicidad de distintas moléculas
endotodxicas sobre ratones BALB/c, C578I/6, y C3H; estos (itimos, en principio, con una
mayor resistencia a la accién endotéxica directa, tal como se resume en la Tabla Vil Los
valores obtenidos en estos ensayos demuestran que, en efecto, el fenotipo C3H precisa
dosis mucho mayores de endotoxina (EDTX) para producir efectos similares, por lo que
a las dosis empleadas en nuestros ensayos, puede considerarse resistente a la accién
endotdxica. El resto de los valores de DLy, son comparables a los datos obtenidos por
otros autores para distintas endotoxinas procedentes de enterobacterias (BAKER y
WILSON, 1965; LEONG y col. 1970; DIAZ y BOSSERAY, 1974).

Utilizando estas proporciones de suero/endotoxina se pueden desencadenar

cuadros de shock anafilactico por inmunocomplejos (IC). Determinamos el TLg, € indice de

TABLA VII.- Variaciones encontradas en los valores de DL50
(ng/ratén) para ratdn, seglin el tipo de molécula endotéxica y la
raza del animal.

Estirpe B. abortus Y.enterocolitica E. coli

murina

BALB/cC 258 135 199

C57B1/6 296 137 203
C3H >1600 >1600 >1600

1.-Las moléculas endot6xicas fueron obtenidas por el Dr. Ramén Diaz en

la Universidad de Navarra.
2.-Valores referidos a ratén de 28 + 0.7 gr. e inyeccién i.v. de 0,1 ml.

de endotoxina.
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mortalidad en los distintos grupos de animales pertenecientes a las tres razas de ratones
seleccionadas en principio (Fig. 15). Asi encontramos que |a raza BALB/c resutfta la méas
apropiada para este estudio, ya que las demas razas desarrollan TL,, excesivamente cortos
para valorar variaciones posteriores (en algunas ocasiones inferiores a dos horas). Por otro
lado, esta raza es la mas sensible a las variaciones en la proporcién Ag/Ac.

Seguidaments, en el gréfico de la Fig. 16, se comparan los resuftados de TLg,
obtenidos en funcién de las distintas relaciones Ag/Ac, para dos grupos de edad (8 y 36
semanas) de ratones BALB/c, observandose diferencias significativas (p< 0,05) entre las
diferentes proporciones Ag/Ac para los ratones de 8 semanas. Los animales de 36
semanas presentaron una menor actividad inmune, con Tt ;, prolongado, mayor dispersidn
de resultados, y diferencias menos significativas para diversas proporciones de Ag/Ac.
Estas variaciones pueden deberse a una disminucién de la actividad inmune en los
animales mas viejos.

A la vista de estos datos y dado que la relacién Ag/Ac=1:1 ya ha sido objeto de
estudios previos (PORTOLES y col,, 1986), decidimos limitar el analisis del fenémeno
anafilactico a dos situaciones extremas en las que existe un exceso de antigeno (Ag 3/Ac
2) o, por el contrario, un exceso de anticuerpo (Ag 0,25/Ac 1). En e! primer caso se
producirdn IC mas pequenos, de mas rapida eliminacién, y con activacién del
Complemento; mientras que en el segundo, se formaran macrocomplejos Ag/Ac de lenta
eliminacién y sin capacidad de activar el Complemento.

Es légico suponer gque los IC formados "in vivo® dificilmente van a mantener las
proporciones de los elementos reaccionantes inyectados, antigeno y anticuerpo, como
sucederia en una inmunoprecipitacién "in vitro”; pero lo que si es evidente, segin se
deduce de los resultados que hemos obtenido (Fig. 16), es que se observan
modificaciones en el caracter patogénico de los |C formados que parecen mantener una

cierta relacién con las dosis de antigeno inyectadas.
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Fig. 15 .-Determinaci6n del TLs, en diferentes razas (BALB/c, C3H y C57BI/6) de ratones
sometidos a reacciones de PSA con tres proporciones de Ag/Ac distintas,

TL 850 en horas
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Fig. 16 .-Variaciones del TL;, en funcitnde la edad (8 y 36 semanas) en ratones BALB/c sometidos
a reacciones de PSA con tres proporciones Ag/Ac distintas.
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Se han ensayado tratamientos con Suramina, un inhibidor del sistema de
Complemento, para completar ¢l estudio de los modelos de PSA con varias proporciénes
de Ag/Ac. De este modo, se demostré que las diferencias de presentacién en el cuadro
de PSA con exceso de Ag o de Ac, disminuyen al inhibirse este sistema. Lo cual aporta
otro dato a favor de que la diferencia de activacion del Complemento observada “in vitro”,
se mantiene en el modelo de PSA (Tabla X).

También se realizaron ensayos de reacciones de anafilaxia sistémica (PSA) con el
sistema homélogo BSA-antiBSA. Como se puede comprobar en la Fig. 17, la reaccién de
PSA heterbloga y con antigeno endotdxico es mas intensa que cuando se ensaya
antisuero de ratdn (anti-BSA) con albUmina bovina (BSA= Ti,, media: 12.8 horas,

Mortalidad 58.3%, EDTX= TL,, media: 7.6 horas, Mortalidad 91,6%)

IV.1.2.2 Anafilaxia cutanea pasiva.

En la reaccién de anafilaxda cutnea pasiva (PCA), que constituye el otro modelo
ensayado de inmunidad en animal vivo, se trata de producir anticuerpos dermo-
sensibilizantes, y desencadenar después una reaccién dérmica con el antigeno
correspondiente.

Empezamos por determinar el intervalo 6ptimo de inmunizacién con aibimina
bovina (BSA), con objeto de obtener en suero, un nivel suficiente de anticuerpos reaginicos
que permita desencadenar, posteriormente, la reaccidn de PCA. Para ello, se establecen
diferentes intervalos entre la administracién intraperitoneal de BSA, y la obtencién del
suero; estos sueros se emplean para desarrollar reacciones de PCA. La Fig. 18 muestra
la relacién entre los intervalos de inmunizacién, y las lesiones dérmicas obtenidas. De este
modo, abtenemos un intervalo dptimo préximo a los 10-12 dias, para las dos razas de

raton ensayadas (BALB/c, C3H).
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Fig. 17 .-Estudio de reacciones de anafilaxia (PSA) producidasen ratones BALB/c para dos sistemas

antigénicos: homoOlogo BSA-antiBSA y heter6logo EDTX-antiEDTX. Se determina TL, y %
de mortalidad.

|

o 2 4 68 8 10 12 14
Intradermorreaccidn (mm) -
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Intervalo de inmunizacion {dias)

Fig. 18 .-Influencia del intervalo de inmunizacion utilizado para la obtencion del antisuerc (frente
a BSA), en el posterior desarrolic de reacciones de PCA (piel completa). Se indican los
diametros de lesiones obtenidas para cada antisuero en dos razas de ratones.
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Después, determinamos el intervalo 6ptimo entre la administracién intravenosa del
antisuero y la intradérmica del antigeno (modelo PCA de plel completa), lo que sefiala la
persistencia de los anticuerpos dermotropos ligados a los mastocitos de las capas
epidérmicas (Fig. 19). En ambos ensayos utilizamos dos razas de ratones con distinto
grupo H-2 para ver la influencia del sistema de histocompatibilidad en la reacccidn.

Como se puede ver, por los datos obtenidos, una reaccién éptima para nuestros
propdsitos experimentales se obtiene con suero de ratones BALB/¢c inmunizados 10 dias
antes con albUmina bovina, de los que se obtiene el suero sensibilizante, y manteniendo
un intervalo comprendido entre 4y 6 dias desde la administracidn intravenosa del antisuero
a la intradérmica del antigeno.

También se han realizado reacciones de PCA con los sistemas antigenicos
finaimente seleccionados (EDTX y BSA) para establecer comparaciones dependiendo de:
a) la influencia por la hamologia existente en el anticuerpo sensibilizante; y b) segin que
el tipo de sensibilizacién fuera sistémico (piel completa) o cutaneo (reaccion revertida a
nivel local}. Se demuestra que las dosis sensibilizantes son mayores para el sistema EDTX-
antiEDTX, en el modelo de piet completa, que para ei sistema BSA-antiBSA (0.256 mivs 0.08
ml); obteniendose una lesién de menor didmetro {(5mm vs 8mm). Por este motivo,
seleccionamos el sistema homoélogo BSA-antiBSA, en las dos modadilidades de

sensibilizacién, para el estudio de las reacciones de anafilaxia cutanea (Fig. 20).

V. 1.2.3. Nivel de estrés en los modelos PSA y PCA

Una vez normalizadas las condiciones experimentales en los modelos de anafilaxia,
determinamos las variaciones que se producen en los niveles séricos de corticosterona en
cada momento del ensayo. Asi comprobamos si las manipulaciones a que son sometidos
los ratones, dificuitan la correcta interpretacién de los resultados. En la Fig. 21 se resumen

los cambios en el nivel de COR al administrar los diferentes agentes. La administracién de
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Fig. 19 .-Variaciones en la reaccion de PCA en funcidn del intervalo entre la administracion del
antisuero (obtenido en intervalo 6ptimo) y ¢! antigeno; ensayado en dos razas de ratones.

_M.D.S.(ug/0.0zmm) Diametro Lesién (mm)_ 12
0,25 - Wl Minina Dosls Sen. Dladmetro de leslén 10
0,2 8
0,15 - 6
0,1 4
0,05 - 5

0 - -0

Pc EDTX Pc BSA Rr EDTX Rr BSA
Tipo de reaccion y antigeno

Fig. 20 .-Parimetros de la reaccién anafilctica (mirima dosis sensibilizante y tamafio de lesién
obtenida) para dos modelos de PSA (piel completa y reaccion revertida local), con dos sistemas
antigénicos (EDTX y BSA).
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0,1 ml de PBS o de 0,1 ml de suspensién de antigeno de Bruceffa produjeron leves
variaciones sin significacion estadistica. La administracién de antisuero frente a EDTX
tampoco produjo cambios estadisticamnete significativos. Ladisminucién de corticosterona
es menor adn, cuando se ensaya en un sistema homélogo sin intervencién de endotoxina
(resultados no mostrados). La estirpe C3H revela uncs cambios similares. £n su conjunto
las diferencias no son importantes, y por tanto podemos descartar en principio
desviaciones metodolbgicas significativas.

Cuando esta determinacién de corticosterona se efect@ia en las reacciones PCA,
también se comprueban ligeras variaciones, aunque de signo contrario alas anteriores. Por
ejemplo, la inyeccién intradérmica de suero produce una discreta elevacién en el nivel
esteroide, que es algo mas acentuada en presencia de suero de conejo heterdlogo (Fig.
22); mientras que con la inyeccidn intravenosa del antigeno se produce, en ambos casos,
una disminucién de la cantidad de corticosterona en suero. En situaciones en las que se
produce la reaccidbn PCA, se observa un aumento del nivel de corticosterona, que es
transitorio, puesto gue comprobamos su descenso a las 6 horas.

En conjunto, podemos afirmar que para ambas reacciones, las variaciones en los
niveles de corticosterona durante el desarrollo del modelo experimental son moderadas,
y no muestran un patrén determinado. AGn siendo mas marcadas en el modelo EDTX-
antiEDTX, carecen de significacion; y por tanto no interferiran en las determinaciones a

realizar posteriormente.
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Figs. 21 y 22 .-Determinaciones de corticosterona sérica (COR) en cada una de las fases
experimentales de las reacciones de PSA (fig. 21, arriba) y PCA (fig. 22, abajo).
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(V.1.2.4._Perfil inmunolégico de la respuesta anafilactica,

Para comprender mejor las posibles modificaciones de respuesta anafilactica
durante las situaciones de estrés, determinamos las variaciones de diversos parametros
inmunofarmacolégices durante el proceso de reaccién anafilactica sistémica (PSA). Para
ello, cuantificamos las respuestas blastogénicas mitégenc-inducidas, la sintesis de IL-2 y
la actividad citotéxica de células NK.

Realizamos los ensayos en el modelo de reaccién anfilactica frente a
inmunocomplejos anti-endotoxina de Brucefla (aEBr) y Colibacilo (aECo) y frente a
inmunocomplejos anti-albamina (aBSA), en una proporcién equivalente Ag/Ac. En estos
tres grupos las determinaciones se efectuaron al cabo de 2 y 4 horas después de
inyectar el agente desencadenante del posible shock anafilactico.

Los resultados obtenidos, en relacién con la respuesta linfoproliferativa, se resumen
en las Figs. 23 a, b y c. Como puede verse, se produce una significativa estimulacién de
la mitogénesis intrinseca (PBS) en presencia de EDTX de Brucella (420% respecto a
respuesta control, p< 0.01). Este efecto queda enmascarado al estudiar la respuesta
blastogénica en presencia de mitdégenos (ConA=110%y LPS= 132%; respuestas respecto
al controt p= n.s.) por lainteraccién de las sustancias activadoras de linfocitos Ty B (ConA
y LPS respectivamente). En el caso del sistema inespecifico de EDTX de E.cof frente a
suero anti-Brucella, aparece un efecto mitogénico intrinseco menor (200%), presentando
incluso una inhibicién al interactuar con ConA (78%). En todos los casos de PSA, con
utilizacién del sistema BSA-antiBSA, se observa una inhibicién variable de la respuesta
blastogénica, que solo es significativa en fas determinaciones realizadas con mitégenos
(ConA y LPS) a las 4 horas de desencadenar la reaccién de PSA (Fig. 23).

L a actividad de células T, valorada en funcién de su capacidad de produccién de
IL-2 en respuesta a mitdgenos, se ve incrementada en ambos modelos endotéxicos (B.

abortusy E.cofj. Este efecto se aprecia a las 6 horas de producirse el cuadro de PSA {con
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Fig. 23 .-Blastogénesis intrinseca "ex vivo® (PBS) y en presencia de mitdgenos (ConA, LPS),
utilizando esplenocitos obtenidos de ratones sometidos a situaciones de anafilaxia sistémica

(PSA). Se muestran 4 grupos experimentales: control(CTR), EDTX de Brucella (aBr), EDTX
de E. coli (aEc) y albGmina bovina (BSA).

.
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126% y 114% de respuesta respecto al control, respectivamente). Sin embargo, el modelo
BSA-antiBSA present una disminucion de la respuesta que se mantuvo a las 6 horas (Fig.
24).

La actividad de células NK se valoré por su citotoxicidad frente a células YAC-1,
apreciandose una inhibicién variable en todos los casos, y que es menos acusada en el
caso del sistema homoélogo BSA-antiBSA. Para el modelo de PSA con EDTX de Brucella,
se objetiva una disminucién del 13% (45% de lisis especlfica frente al 58% en el grupo
controf, p< 0,05) que tiende a normalizarse a las 4 horas (Fig. 256).

Por otra parte, en estos cuadros de anafilaxia, sea cual fuere el agente sensibilizante
(EDTX o BSA) (Fig. 26), aparece una ligera disminucién (variable segin los casos) en los
niveles de corticosterona, un acusado aumento en el nimero de eosinéfilos (que pasan
en sus valores medios de 93,7 Eos/ul a 165,6 Eos/pl para EDTX, p< 0,05; y a 156,2 Eos/pl
para BSA, px< 0,05) y una disminucion en el nimero de plaquetas circulantes (que pasan

de 140.000 Pqg/ul a 58.800 Pq/ul para EDTX, p<0,05; 92.430 Pq/ul para BSA, n.s.) (Fig. 26).

IL-2 (% Respuesta control)

140 -

5 A |las 2 horas
Bl A 1as 8 horas

120 e

80

40 -

aEBr akEco aBSA
*p ¢ 0,05

Fig. 24 .-Produccion de IL-2 (% respecto al control) en ratones BALB/c sometidos a PSA
por tres sistemas Ag/Ac diferentes. Se determinan a las 2 y 6 h. de iniciar el cuadro.
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Fig. 25 .-Actividad de células NK obtenidasde ratones BALB/c sometidos a reacciones de PSA para
tres sistemas Ag-Ac. Se determinan a las 2 y 4 h., se expresa como % de lisis especifica de

células YAC-1.
COR 1g/100 ml y EOS/pl PQ x 10.000/pl
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Fig. 26 .-Determinaciones de corticosterona (COR), eosindfilos (EOS) y plaquetas (PQT) enratones
BALB/c smetidos a reacciones de PSA frente a dos tipos de antfgenos (EDTX y BSA).
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Iv.2. RESPUESTA INMUNE EN SITUACIONES DE ESTRES EXPERIMENTAL.

iV.2.1.-Perfll Inmunofarmacolégico en situaciones de estrés.

En este apartado estudiamos las modificaciones que el estrés produce en la
respuesta inmune a nivel celular. Iniciamos el estudio obteniendo el bazo del ratén
sometido a una situacién de estrés mantenida durante una, dos, o tres semanas, para
cuantificar el nmero de esplenocitos totales por animal. Los resultados se expresan enla
Fig. 27, observandose en la primera semana una marcada disminucién (estadisticamente
significativa) para el modelo de inmovilizacién, mientras que el aislamiento no provoca
apenas cambios en este tiempo. Los modelos de hacinamiento, y aislamiento requieren
dos o {res semanas, respectivamente, para alcanzar una depresién similar a fa de la

primera semana de inmovilizacién, que tenga significacion estadistica (p< 0,05}.

células totales / bazo

Grupos de animales
—— GControl

-+-  Aislamiento

L=

*  Hacinamiento

—&— Inmovilizacion

0 | |
inicio 7 dias 14 dias 21 dias

Tiempo transcurrido
Nidm, de células x 10.000.000 / bazo

Fig. 27 .-Ntimero total de esplenocitos en ratones BALB/c sometidos a situaciones de estrés
por AIS, HAC y INM durante una, dos o tres semanas.
Ry

En los esplenocitos obtenidos, se determinan las respuestas blastogénicas a los
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30 minutos de finalizar las circunstancias que inducen el estrés; los datos se resumen en
la Fig. 28, donde se comprueba que los modelos de hacinamiento y aislamiento -
particularmente el Gltimo- no son tan efectivos para producir una situacién de estrés que
altere la respuesta inmunitaria. Los valores medios expresados en % respecto a respuesta
control fueron: Hacinamlente (HAC): PBS = 102%, ConA = 97,2%, LPS = 90,2% (p= n.s.);
Alslamiento (AIS): PBS = 99%, ConA = 102%, LPS = 82% (p= n.s.); Inmovilizacién (INM):
PBS = 97,2%, ConA = 45% (p< 0,05), LPS = 78% (p< 0,05); Morfinodependencla (MFN):

PBS = 57% (p< 0,05), ConA = 30% (p< 0,01), LPS = 61% (px 0,05) (Fig. 26).

120
100
B8O
80 -

40
20 -

% Respuesta control

PBS ' Con A
QGrupos experimentales

Hl HAC AlS INM

* p< 0,05, ** p< 0,01 respecto al control
Fig. 28 .-Respuesta blastogénica en ratones BALB/c sometidos a cuatro modelos de estrés

(AIS, HAC, INM y MFN) durante una semana. Se determina la blastogénesis
intrinseca (PBS) e inducida (ConA v LPS) v se expresa 2 respecto al control

La respuesta blastogénica se estudia méas detenidamente en funcién del tiempo y
empleando ambos mitégenos: LPS (para linfocitos B}, y Con-A (para linfocitos T). Como
puede verse en la Fig. 29, donde se comparan los cuatro modelos, se produce, para el
modelo de Inmovilizacién (INM), una disminucién en la respuesta de mitogénesis intrinseca
que alcanza su méximo a las 24 horas (21% de diferencia respecto al control) para

recuperarse posteriormente a los 6 dlas. Esta inhibicién en [a proliferacién es més acusada
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cuando se usa ConA, y se presenta desde los primeros 30 minutos (ConA: 50%; LPS:
78%) tendiendo progresivamente hacia lanormalizacién. El modelo de morfinodependencia
(MFN) produce una depresién mas marcada y de mayor duracién, puesto que para todas
las situaciones presenta su maximo a las 24 horas (PBS: 42%; ConA: 25%; LPS: 61%), y
su efecto se mantiene a los seis dias (PBS: 49%; ConA 48%; LPS 78%) (La significacion
estadistica se detalla en fa Fig. 29).

Las curvas obtenidas en funcién del tiempo para los parametros que acabamos de
analizar (PBS, LPS y ConA), se correlacionan con las variaciones de corticosterona en
funcién del tiempo obtenidas previamente (Figs. 12y 13).

Una vez més, en nuestras condiciones de trabajo, se comprueba que el estrés
alcanzado en los grupos de hacinamiento y aislamiento, no es suficiente para producir
elevaciones relevantss en el nivel de COR sérica, ni para inducir variaciones significativas
en [as respuestas blastogénicas, lo que los hace poco apropiados para nuestro propésito.
Esto nos lleva a continuar el estudio utilizando tnicamente los modelos de inmovilizacién
y de morfinodependencia.

Se ha realizado un estudio mas detallado de las modificaciones producidas por la
inmovilizacién (Fig. 30} y la morfino dependencia (Figs. 31 a y b) en la respuesta de las
células T, que hablan demostrado ser las més afectadas. Para ello, se ha ensayado la
influencia de la concentracién del mitégeno en el medio (1 y 3 pg de Con A/pocillo,
respectivamente), y se ha estudiado la respuesta de las células CD3* frente al antisuero
monoespecifico 2G11 a las concentraciones de 0.5 y 1 pl/pocillo, respectivamente. Las
situaciones de estrés se mantuvieron, en ambos modelos, durante una o dos semanas
para estudiar las variaciones en funcién del tiempo de duracion de dicho estrés. Alfinalizar
los tratamientos estresantes, se determinaron los niveles de corticosterona, como indice
de la reaccion de estrés del animal frente a la agresibén y las respuestas blastogénicas,

como indice de actividad del sistema inmune (Fig. 32).
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Fig. 29 .-Blastogénesis (intrinseca e inducida) en ratones BALB/c sometidos a estrés por HAC, AlS,
INM y MFN. Determinaciones realizadas a los 30 min., 24 h. y 6 dfas de finalizar Ia situaci6n
de estrés.
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Fig.  31.- Blastogénesis en esplenocitos de ratones BALB/c sometidos a estrés por
morfinodependencia y en sindrome de abstinencia, durante una (a) y dos semanas (b).
Determinaciones como en la figura anterior.
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Fig, 30.- Blastogénesis en esplenocitos de ratones sometidos a estrés por inmovilizacién. Se
determina blastogénesis intrfnseca e inducida por diferentes mitogenos (ConA y LPS) y
antigenos (2C11) a diferentes concentraciones. Resultados expresados en % respecto
control
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Fig.  32.- Niveles de COR en ratones BALB/c sometidos a 1 6 2 semanas de estrés. Incluye INM,
MFN, sindrome de abstinencia (MF+Nx) y placebo (P/Pb).
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Para el modelo de Inmowilizacién (Fig. 30) se comprueba de nuevo una discreta
depresion de la blastogénesis intrinseca con tendencia a revertir cuando se mantiene el
modelo dos semanas (PBS 12 semana: 84%, 22 semana 87,3% respecto a la respuesta
control, p= n.s.). La mitogénesis ConA inducida confirma una inhibicién en la respuesta,
que se mantiene la segunda semana, y en ésta revierte aumentando la dosis de mitégeno
(Enla 2% semana: 1 ug de ConA 35,4%, 3ug de ConA 51,8% respuesta respecto control;
ps< 0,05)

En el ensayo con antisuero monoespecifico 2C11 (frente a CD3+), se observa una
depresion mayor durante la primera semana (para 0,5 pl: 38,2% y 44,5% de respuesta para
la 12 y 2% semana; p< 0,05 frente al control) que no se corrige al incrementar la dosis de
2C11 (1ul 35,2% y 38,4% de respuesta para la 12 y 22 semana p< 0,05 respecto al
control).

Para las células LLPS sensibles (linfocitos B), se produce una depresién que
aumenta al mantener el estrés durante dos semanas (12 sem.: 63,2%; 2% sem.: 55,2%). Por
tanto, podemos afirmar que los ensayos referentes a PBS, ConA (3pg) y 2C11 siguen el
patrén que cabria esperar una vez conocidos los niveles de corticosterona (Fig. 32).

En cuanto a los cuadros de estrés por morfino-dependencla, en el modelo de una
semana (Fig. 31 a), se produce una depresién significativa de la proliferacién celular,
especialmente a nivel de linfocitos T (1 pg ConA: 53,8%, 2C11: 78,3% de respuesta) y que
desaparece al aumentar la dosis de mitégenos (3 pg ConA: 95,4%; 1ul 2C11: 93,6%,; p=
n.s. frente al control). La respuesta a LPS se encuentra algo mas deprimida que en el
modelo de INM para el mismo tiempo (LPS: 61,7% de respuesta respecto a control).

En ia segunda semana de adicién (Fig. 31 b} se observa una depresién todavia
mayor que sigue siendo mas marcada para linfocitos T, y que solo se corrige parcialmente
al elevar la dosis de mitégenos (1pg ConA: 13%, p< 0,01; 3ug ConA: 39%; 0,5 ul 2C11:

19%; 1pl 2C11: 25% respuestas respecto al control). Para células LPS sensibles, también
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se produce una inhibicibn mas acusada (LPS 12 sem.:. 61,7%; 2* sem.. 41%). La
mitogénesis intrinseca, que no expresaba alteraciones durante la 12 semana, se afecta en
la segunda (94,6% y 56,6% respectivamente).

La colocacion de un “peflet’ placebo con lactosa, conileva alteraciones moderadas,
con gran variabilidad individual (no significativas), que desaparecen enlasegunda semana,
y que estan en relacién con el estrés quirirgico que supone el método.

La provocacién de un sindrome de abstinencla, mediante la administracién
parenteral de naloxona (Nx), asocia unainmunorrestauracion variable segunlos parametros
considerados para los dos modelos temporales (Fig. 31 a y b). Asi, se obtuvieron cambios
signifiactivos en la mitdbgenesis inducida por 1 pg de ConA (en 12 y 22 Semanas),
mitbgenesis en presencia de 2C11 (0,1 ul, en la 12 Semana; y 1 p! en la segunda); y
mitdgenesis LPS-inducida. El uso de este farmaco {Nx) en los grupos controles placebo,
asocia en general discretisimas variaciones en el modelo de una semana, y ninguna
variacion en el de dos semanas.

Este estudio a nivel de proliferacién linfocitaria se completa con la determinacion
de las variaciones en la capacidad de sintesis de IL-2 mostrada por las célulag T obtenidas
del bazo de ratones sometidos a distintos tipos de estrés durante una semana. En la Fig.
33 se puede ver que apenas se produce inhibicién en la sintesis de IL-2 para los grupos
gue padecen una situacién de aisiamiento o hacinamiento; sobre todo en el primero de los
casos, mientras que en los grupos sometidos a inmovilizacién sf se observan variaciones
significativas, que son mas intensas en los cuadros de estrés por morfinodependencia. En
ambos casos la depresién es mayor a las 24 horas, y tiende a normalizarse a los seis dias
(INM 24 h.: 76%, MFN 24 h.: 54% respecto al control; p< 0,05).

En este estudio de las variaciones de respuestas linfoproliferativas, producidas
durante las situaciones de estrés, existe un caso particular dentro de los grupos de

inmovilizacién, y a ello hicimos referencia al principio. Este es el caso de aquellos animales
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Fig. 33 .-Sintesis de IL-2 tras someter a ratones BALB/c a situaciones de estrés por AIS,
HAC, INM y MFN. Variaciones expresadas en % de lisis especffica,

alos que se daba oportunidad de autollberaclény en los que se observa una estimulacién
de la respuesta blastogénica intrinseca en presencia de PBS, y también, en las mitogeno-
indu_cidas por 1 ug de Con A, pese a tener un nivel sérico de corticosterona més elevado
gue en condiclones normales; sin embargo las variciones en células LPS-sensibles eran
semejantes a las observadas en los grupos inmovilizados y sin posibilidades de
autoliberacién (Fig. 34). Sin embargo, los resultados presentan una cierta depresién con
gran variabilidad individual, posiblemente esto se deba a la dificultad de normalizar el
modelo en cuanto al tiempo final de inmovilizacién.

En relacién con las modificaciones a nivel de respuestas de citotoxicidad natural,
se observa una disminucion en la actividad de células NK de origen esplénico procedentes
de ratones sometidos a una situacion de estrés por inmovilizacién; y también, en los casos
de morfinodependencia con desarrollo o no de un sindrome de abstinencia. En la Fig. 35
se establece un examen comparativo de ambas situaciones en funcién de los tiempos de
observacion, Asfse comprueba que el estrés por inmovilizacién tiene menos efecto sobre
las respuestas de citotoxicidad natural (INM 12 sem.: 49% de lisis especifica, 22 sem.: 44%
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Fig. 34 .-Variaciones en respuestas linfoproliferativas y niveles de COR en ratones BALB/c

inmovilizados, pero con posibilidad de autoliberacion.

L ________________________________________________________|]
p < 0,05 respecto al control} que en las situaciones de morfino dependencia (MFN 18 sem.:

46% y 22 sem.: 49% de lisis especifica; p< 0,05 respecto al control). Esta inhibicién se
acrecienta ain mas cuando se desencadena un sindrome de abstinencia por
administracion parenteral de naloxona 30 minutos antes de valorar la lisis especifica frente
a células YAC-1 (12 sem.: 31%; 22 sem.: 29% de lisis especifica).

En los otros casos de estrés menos efectivo, por aislamiento y hacinamiento, e
incluso en casos de inmovilizacién con posibilidades de autoliberarse, no se observaron
variaciones significativas a nivel de actividad citotéxica en las células NK esplénicas de
origen murino (Figs. 25 y 35).

Los datos resumidos en la figura 36, recogen los recuentos de eosinéfilos y
plaquetas, en situaciones de estrés por inmovilizacién y morfino dependencia, sin que
existan fendmenos de hipersensibilizacién. Reflejan disminucion en elnimero de EOS (que
es significativa para el caso de la MFN) y apenas se aprecia algan cambio significativo en

el nimero de plaquetas, en relacién con niveles de COR, elevados en ambos modelos.
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Fig. 35 .-Variaciones de actividad de células NK obtenidas de ratones BALB/c sometidos a INM y
MFN durante 1 6 2 semanas, y expresada en % de lisis especifica.
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Fig. 36 -Niveles de COR, ndmero de eosintfilos (EOS) y plaquetas (PLQ)en ratones BALB/c
sometidos a estrés por INM y MFN.
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Ante la clara evidencia de una situacion de inmunodepresién coincidente con los
cuadros de estrés de MFN e INM, hemos querido profundizar en el conocimiento de la
funcién linfocitaria. Para ello se han estudiado los cambios en la expresién funcional de las
moléculas de superficie de las células inmunocompetentes, confirmando previamente por
ensayos de proliferacién celular en placa, segin el método colorimétrico de Mossman, la
inmunodepresién existente.

El estudio se lleva a cabo en grupos de cinco a ocho ratones BALB/c de ocho
semanas de edad, sometidos a situaciones de estrés por inmovilizacién, y por morfino
dependencia, del mismo modo que se realizé en los ensayos previos para determinar
niveles de corticosterona, y respuestas linfoproiiferativas.

En todos los grupos experimentales se comprobé previamente, la situacion de
estrés por el nivel de COR sérica, y también el estado de depresién sobre la respuesta
linfoproliferativa, tal como se observa en los ejemplos de respuesta condicionada por
morfino dependencia que se resumen en las Figs, 37, 38 y 39 frente a ConA y suero anti-
CD3 (para células T) y frente a LPS (para células B), respectivamente.

La expresion de distintos marcadores de superficie en los linfocitos, nos permite
estudiar la funcionalidad de las distintas subpoblaciones linfocitarias. El estudio se realizd
formando un “pool a partir de suspensiones celulares obtenidas del bazo de cada ratén,
determinando el nimero de células B (Ig*), mediante anticuerpos anti-lg de rata FITC-
marcado en presencia de 10% de suero normal de rata (para bloquear la unién
inespecifica). En el caso de los linfocltos T, se utilizaron los marcadores CD4* y CD8*,
realizando una tincién -con anticuerpos de rata frente a las moléculas especificas- en dos
fases, incubando primero las células en concentraciones apropiadas de los
correspondientes anticuerpos monoclonales biotinitados y después con anticuerpos anti-

biotina FITC-marcados, anadiendo el correspondiente 10% de suero de ratén.
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Los resultados obtenidos con diferentes grupos de ratones sometidos a
inmovilizaclén no revelaron cambios significativos en la funcionalidad de las distintas
subpoblaciones; tan sélo se apreci6 un descenso muy ligero en el nimero total de células
inmunocompetentes/bazo que podria tener escasa significacion si se relaciona con el
acusado efecto de inmunodepresion observado en estos casos. Estos datos justifican la
no inclusion de figuras relativas a estos experimentos.

Cuando estudiamos los animales sometidos a morfino dependencia, se observan
algunos cambios en los marcadores funcionales de las distintas subpoblaciones
linfocitarias, tal como se resume en fas Figs. 40, 41, 42y 43. En estas figuras se comparan
los perfiles de citometria de flujo obtenidos para los grupos control, placebo y
morfinodependiente, de acuerdo con las diferentes tinciones especificas de cada grupo
celular: células B (Fig. 40), células T (Fig. 41), células CD4* (Fig. 42) y células CD8* (Fig.
43), comparandolas con los obtenidos frente a una tincién negativa. Para su mejor
comparacion, recurrimos a tabular los distintos porcentajes de células en cada caso y
grupo experimental, indicando los anticuerpos utilizados en la tincién especifica de cada
grupo celular (Tabla ViH).

Los datos antes resefiados no sufrieron apenas medificacién al desencadenar un
sindrome de abstinencia mediante la inyeccion de naloxona dos horas antes de extraer las
células; lo que provoca una extraordinaria elevacién de los niveles séricos de COR.

En la Tabla IX se resumen los datos relativos a la expresion de marcadores
funcionales de subpoblaciones linfocitarias del bazo, nimero total de esplenocitos, peso
del higado y peso corporal, para tener una idea de conjunto de las variaciones en la
dindmica funcional de las células esplénicas de ratones BALB/c sometidos a estrés por

morfinodependencia.
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TABLA VIII .-Variaciones en la expresi6én funcional de
subpoblaciones linfocitarias en ratones BALB/c en situacién de
morfino-dependencia experimental, comparados con grupos placebo
y control (Expresado en %).

GRUPOS EXPERIMENTALES
Tipos de células Control Placebo Morfina
y tincién
Tincién negativa 1,36 1,49 1,29
-/Ga Biot.
Células B mIg+ 45,94 44,04 48,62
-/Ga mouse FITC
Cél.T totales 43,39 44,9 41,32
4-19b/Ga Biot.FITC
Células CD 4+ 34,19 35,78 35,79
GKl.5+b/Ga Biot.FITC
Células CD 8+ 16,009 15,01 15,28
TiB105.b/GaBiot .FITC

Iv.2.2.- Varlaclones de las respuestas anafilécticas en situaciones de estrées

Para estudiar los cambios que el estrés produce en las situaciones de anafilaxia,
se sénsibiliza a los animales, segin el modelo establecido previamente, y se inducen
situaciones de estrés, midiendo después las variaciones en la respuesta cuando se
desencadena la reaccion anafilactica. El uso de este sistema nos permite estudiar de qué
modo se modifica la respuesta inmune "in vivo" en situaciones de estrés.

Como hemos explicado anteriormente, y a la vista de los resultados obtenidos en
el estudio preliminar de los modelos, hemos seleccionado dos tipos de reacciones de
anafilaxia pasiva: una a nivel sistémico de caracter generalizado (PSA) y otra a nivel
cutaneo (PCA); empleando para la primera un antigeno endotéxico (EDTX) frente a un

suero heterblogo de conejo, y para la segunda un antigeno protéico (BSA) frente a un

suero homélogo de ratén.
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Tabla IX

Efecto de ia implantacion de un pellet de morfina sobre el peso corporal, peso deif higado y parametros de células linfoides en ratones BALB/c

Peso corporaid

Células de bazo

Tratamiento Dia0 Dia 4 Peso del higado®  Cé

ulasibazo® % B (Ig*)° % CD3*¢C

% CD4*C % CDg*c

Ninguno 28.75 £0.47 29.75 +0.73  1.720 £0.106 102

Pellet Controi 26.84 £1.07 2728 £0.72 1.482 +0.064 114

Pellet de Morfina  28.21 £0.88 28.22 £1.40  1.512 £0.037 60

50 +3.42  45.9(147)  43.3(135)
51 8.13  44.0(146)  44.9(136)

37 +9.32¢  48.6(149)  44.3(137)

33.0{156) 12.6(115)

34.8(157) 12.1(122)

34.5(153) 12.0(121)

2peso medio (en gr) de 8 ratones por grupo experimentait E.E. No se obsery

bCélulas x10-6/bazo. Media de 8 ratones + E.E.. Las diferencias significativas

yan diferencias significativas.

se indican subrayadas.

CPorcentajes de poblacién positiva en mezcla de célutas de bazo de 8 ratones. La intensidad de fluorescencia para cada su

paréntesis.

dDiferencias significativas entre morfino-dependientes y no tratados o peliet control.
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tnicialmente, se realizaron estudios delfuncionamiento de ambos modelos en animal
completo, utilizando como parametros la determinacion de la mortalidad, y del TLg, para
PSA, y del tamaiio de la lesién cutanea para PCA; posteriormente se determinaron los

parametros celulares para completar ef estudio.

IV.2.2.1.- Reaccitn PSA anti-endotoxina.

Se establecieron dos variantes experimentales:

A,-En primer lugar sensibilizamos con un suero heterélogo distintos grupos de 12
ratones cada uno, y para ello utilizamos 0,15 ml/ratén de suero de conejo anti-endotoxina.
A las 3 horas se inicia la situacién de estrés correspondiente, por inmovilizacién o por
morfino dependencia, durante una semana; al cabo de este tiempo se desencadena la
reaccion anafilacticainyectando 0,15 mi de la solucién antigénica de endotoxina de Brucella
a la concentracién que corresponda, de acuerdo con la retacién Ag/Ac fijada previamente
segun datos de la curva de precipitacién especifica correspondiente (Fig. 14). En uno de
los casos se inyectan 125 pg de endotoxina en los 0,15 ml de PBS (Ag 3/Ac 2} para
producir inmunocomplejos (IC) de peguefio tamafo, mientras que en otros casos se
inyectaron 75 pg (Ag 0,25/Ac 1), en cuya praporcién se forman IC de mayor tamaiio.

Para ambas proporciones de Ag/Ac, se observa una prolongacién del TLg, en el
modelo inmovilizacién (Fig. 44 a y b). Llama la atencién, que en el caso de
inmunocomplejos de gran tamano (Ag 0,25/Ac 1), existe una proongacién muy importante
del tiempo de muerte (que pasa de 3,7 a 7,6 horas; p< 0,05), con una disminucioén del %
de mortalidad. Sin embargo, para la proporcién Ag 3/Ac 1, el alargamiento del TLg, es
menor (el valor medio pasa de 16,5 a 19,2 horas; p= n.s.), mientras que disminuye
drasticamente fa mortalidad {en un 50%). Esta disminucién en la agresividad del shock
anafilactico, refleja una menor actividad del sistema inmunitario en respuesta al estrés

producido por la INM.
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En el medelo de morfinodependencla, se produce una proteccién mayor para la
proporcién Ag 0,25/Ac 1, con TL50 de mas del doble de los controles (valores medios 8,3
h. y 13,7 h. respectivamente; p< 0,05), y una disminucién del indice de mortalidad hasta
un 58,3%. Cuando se provoca un sindrome de abstinencia, administrando naloxona, el
efecto protector disminuye (TLgy: 4,5 horas, p< 0,05 respecto a MFN; y mortalidad: 83,3 %).
Si existe exceso de Ag, el grado de proteccidén es mucho menor, tal como se refleja en
ambos parametros: el TLy, pasa de 16,5 a 19,3 horas (valores medios), y la mortalidad baja
al 73%. Al inyectar naloxona, aumenta el efecto protector, por una mayor depresion del
sistema inmune, que para este caso es de un T, 18,5 horas, y una mortalidad 91,6 %
(Fig. 44 a,b).

Los diferentes resultados para las dos proporciones Ag/Ac pueden ser explicados
por diferencias fisiopatolégicas en fa lesién inmunitaria, en la que puede o no intervenir el
sistema Complemento, como se discutird posteriormente.

B.-En la otra secuencia temporal, se somete a los animales a las situaciones de
estrés previamente indicadas durante el mismo tiempo. Después se procede a la
sensibilizacién de los animales, y se desencadena la reaccién anafilactica con el antigeno
endotdxico a las 6 h de la hipersensibilizacién. En este caso, se observd un perfii similar,
aunque con algunas variaciones de tipo cuantitativo en los resultados. Asi en la Fig. 45 a,b
es posible comprobar que para el caso de inmovillzacién en el modelo de exceso de
anticuerpo, se produjo una inhibicién algo menor que en el caso anterior {TL, pasa de 4.1
a 7.2, p< 0,05; y la mortalidad baja al 83,3%). Sin embargo, cuando antigeno y anticuerpo
estén en la relacién 3/2, las variaciones adquirieron mayor significacién que en la anterior
secuencia temporal (Fig. 44 a,b), pasando el TL;,de 14,7 a 20,6 horas (p< 0,05), y bajando
la mortalidad a 41,6%. L.a morfinodependencia (con o sin Nx) provocd, en las condiciones
de este modelo, variaciones del TL,, ¥ % de M similares a las obtenidas en el caso de

sensibilizacidén previa al estrés, aunque con valores discretamente menores.
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Figs. 44 y 45 .-Variaciones producidas por el estrés en reacciones PSA en ratones BALB/c. Se
emplean dos secuencias temporales: raton sensibilizado sometido a estrés (44 arriba), y ratdén

estresado sometido a PSA (45). Se determinan TLy, y % de mortalidad, para dos proporciones
Ag/Ac.
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Al comparar las distintas situaciones, vemos que en todos los casos de estrés hay
inhibicion de la reaccién anafitactica, que se manifiesta tanto en una prolongacién del

tiempo medio de muerte (TLg) como en una disminucién del indice de mortalidad.

IV.2.2.2.- Reacciones PCA con suero homdlogo.

En e! estudio previo realizado con la reaccién PCA revertida (ver Fig. 20) para
comprobar |a sensibilidad de la reaccion, observamos que el suero heterdlogo precisaba
de una mayor concentracion para producir una intradermorreacciéon débil, posiblemente
por la gran complejidad del antigeno inoculado o por diferencias en la capacidad de
fijacién dérmica de sus anticuerpos; y también, que en situaciones anélogas, las reacciones
frente a suero homdlogo de raton presentan una mayor sensibilidad en [a respuesta.

Por este motivo, seleccionamos el modelo de PCA con suero homdélogo para
proseguir el estudio. En consecuencia, utilizamos los dos tipos de reaccion indicados en
el apartado de Métodos: a) sensibilizacién de toda la piel; y b) sensibilizacién sobre areas
localizadas. Los resultados, expresados en funcién de fas dimensiones medias de las
areas de lesion y en % respecto del control, se resumen en las Fig. 46 a,b.

Los datos obtenidos demuestran que las lesiones dérmicas, probablemente por la
alteracion de la permeabilidad, son de menor tamaio en la sensibilizacion generalizada de
la piel.

De acuerdo con nuestro protocolo experimental, ensayamos los dos tipos de
reacciones PCA previamente descritas, para cada modelo de estrés, en grupos de 12
ratones BALB/c.

En el caso de sensibilizacién sistémica, se administra el anticuerpo (Ac) via i.v.,
posteriormente se somete al animal a la situacién de estrés correspondiente, y al finalizar

esta (5 dias después), se desencadena la reaccién PCA. De este modo, en el espacio de
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1a lesion y el % respecto al control.
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tiempo en el que se desarrolla el estrés, se produce la distribucién de suero sensibilizante,
que queda fijado en las células dérmicas, En el caso de reaccién local, se somete a los
animales a la situacion de estrés, durante el mismo tiempo, y al finalizar ésta, se administra
el suero s.c. en zonas localizadas de la dermis; 3 horas més tarde se induce la reaccion
local administrando el antigeno en la misma zona.

Los resuitados obtenidos, que se comparan en las (Figs. 46), demuestran que el
método de sensibllizacién de plel completa, por ser mas generalizado en cuanto a la
lesidn, es mas susceptible de presentar variaciones de respuesta condicionadas por las
situaciones de estrés. Los datos demuestran claramente que el animal reacciona de distinta
manera segun que haya estado sometido a inmovilizacién forzada o a morfino
dependencia, mostrando una disminucién del tamafio de la lesién en el primer caso, para
ambos modelos experimentales. En el segundo caso, presenta similar comportamiento
para la sensibilizacién local, con respuesta paraddjica en el de piel completa; en el que se
produce un aumento de la lesién local. Cuando se induce un sindrome de abstinencia, no

se observa inhibicién de la reaccién intradérmica.

IV.2.2.3.- Perfil inmunofarmacoiégico en reacciones anafilacticas producidas en

situaciones de estrés.

Después de comprobar las variaciones de respuesta anafilactica sistémica (PSA)
en cuanto a su manifestacién clinica (TL;, y mortalidad); es decir, atendiendo a las Gitimas
consecuencias de un cuadro de shock generalizado, se intenta determinar las afteraciones
producidas en diversos parametros. Estos reflejan, tanto el nivel de estrés alcanzado
{corticosterona) como aquellas variaciones en el nimero de células que especificamente
responden a un cuadro de hipersensibiizacién (eosindfilos) o que intervienen en la
agresién por IC (plaquetas). También se determind el estado inmunitario del animal

valorando la capacidad de proliferacién linfocitaria y las respuestas de citotoxicidad natural.
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Para este estudio seleccionamos la relacién Ag 0,25/Ac 1, por ser la que previamente
habia mostrado un mayor sensibilidad al estimulo del estrés.

Al comparar los datos resumidos en las Figs. 36 y 47, relativas a los niveles de
corticosterona y numero de eosinéfllos y plaquetas, en situaciones de estrés por
inmovilizacién y morfino-dependencia, con o sin intervencién de fenémenos anafilacticos,
vemos que: en ambas situaciones de estrés y sin que existan fendmenos de
hipersensibilizacién (Fig. 36), aparecen aumentos estadisticamente significativos en et nivel
de corticosterona (més en el caso de morfino-dependencia); disminuye el nimero de
eosindfilos circulantes (p< 0,05); y apenas se aprecia algin cambio (no significativo) en el
nimero de plaquetas, ligeramente aumentadas en morfinodependencia (MFN). Por otra
parte, en los cuadros de anafilaxis y con ausencia de situaciones de ansiedad, sea cual
fuere el agente sensibilizante (EDTX o BSA) (Fig. 26) aparece una ligera disminucién
(variable segun los casos) en los niveles de corticosterona, un acusado aumento en el
numero de eosindfilos y una disminucién en el nUmero de plaquetas circulantes.

Cuando ambos cuadros patolbégicos se yuxtaponen; es decir, que en animales en
situaciones de estrés (sistema nervioso afectado) se provoca un cuadro de anafilaxia
{sistema inmune afectado), aparecen variaciones de distinto signo segin la causa
productora de la situacién de ansiedad (Fig. 47). Se comprobé que al desarrollar la
anafilaxia en situacién de estrés, se produce una disminucién de los niveles de
corticosterona previamente elevados, aln cuando se mantienen muy por encima de los
valores control (anafilaxia sin estrés), disminuyendo este incremento desde un 32 a un
13%.

En cuanto al recuento de eosindfilos, la disminucién observada durante las
situaciones de estrés (72 y 46 cél/pl en INM y MFN frente a 96 en el control) se intensificé
aln mas al desencadenarse la reaccién anafilctica (42 y 28 cél/ul en PSA+INM o

PSA+MFN, respectivamente; p< 0,05}, a pesar de que todos los cuadros de
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Fig. 47 .-Variaciones en los niveles de COR, y recuento de eosin6filos y plaquetas en ratones
BALBY/c, al provocar una reaccién de anafilaxia cutinea en situaciones de estrés por INM y
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Fig. 48 .-Variaciones en los nivles de COR y recuento de eosin6filos en situaciones de anafilaxia
asociada a estrés. Se incluyen los valores de referencia para PSA sin estrés e inmovilizacién,
y para morfinodependencia sin anafilaxia,
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hipersensibilizacién produjeron un aumento en el niumero de eosindfilos (168 cél/ul),
cuando no existian situaciones de estrés( Fig. 48).

Esta interaccién entre el estrés y la anafilaxia, produce una depresién a nivel de
respuesta linfoproliferativa intrinseca (en PBS). De hecho, se observa que el intenso efecto
mitogénico propio de un lipopolisacarido (EDTX) (respuesta 350% respecto al control; ps
0,001), es drésticamente inhibido por et estrés, que lo situa en niveles casi normales (122%
respecto al grupo control en el caso de INM), o incluso inferiores (83% en el caso de MFN;
p< 0,05) (Fig. 49).

En la mitogénesis inducida por ConA o LPS, el discreto efecto potenciador de la
EDTX (ConA 117%, LPS 134% respecto control) se ve anulado por los agentes estresantes,
que lo sitttan en niveles infranormales (para INM: ConA 72%, p< 0,05; LPS 97%, n.s.; para
MFN: ConA 67%, p< 0,05, LPS 78%, px< 0,05).

Las variaciones en la liberacién y actividad de la IL-2 discurren paralelamente a las
de la blastogénesis ConA inducida (para INM: actividad de IL-2 75%; y para MFN 69%,
p< 0,05) (Fig. 49).

Cuando se estudian las variaciones de citotoxicidad natural por células NK de
origen esplénico, valorada en % de lisis especifica en relacién frente al control, se ve que
la inhibicién provocada por la anafilaxia por EDTX-antiEDTX (actividad de células NK def
78% respecto control), aparece algo incrementada en situacién de estrés, sobre todo en

casos de morfinodependencia (INM 72%, MFN 68%) (Fig. 50).
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Fig. 49 .-Determinacion de blastogénesis (intrinseca o mitégeno-inducida)y produccionde IL-2 en
ratones que sufren una reaccion de PSA tras ser sometidos a situaciones de estrés por INM y
MFEN. Valores expresado en % respecto a control normal
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Fig. 50 .-Variacibn en la actividad de células NK obtenidas de ratones sometidos 2 una reaccién de

PSA tras sufrir estrés por INM y MFN. Se expresa en % de lisis espectfica de célukas YAC.1.
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IV.3.- MODULACION FARMACOLOGICA DE LA INTERACCION NEURO-
INMUNITARIA EN SITUACIONES DE ESTRES.

Hemos evaluado las modificaciones que se producen en la respuesta inmunitaria
en situaciones de estrés, midiendo esta respuesta tanto a nivel celular "ex vivo", como en
reacciones de anafilaxia "in vivo". Se estudian las posibilidades de modificar esta interaccion
por medio de distintos tratamientos. En este apartado hemos seleccionado los parémetros
inmunologicos a controlar en cada grupo: asi, para algunos grupos de farmacos, se
estudia exclusivamente el modelo de PSA, puesto que de esta manera podemos controtar
la respuesta inmune en su totalidad; mientras que en el resto, empleamos determinaciones
de actividad linfoblastica y de otros parametros celulares.

Se ha intentado modular la inmunodepresién producida en situaciones de estrés
a distintos niveles: a) farmacos adaptégenos que disminuyen el nivel de estrés: b)
farmacos reguladores de la respuesta inmune a partir del sistema nervioso; ¢) farmacos
reguladores de los sistemas serotonérgico e histaminérgico; y d) farmacos implicados en
el brazo efector de la respuesta inmune propiamente dicha (antiinflamatorios y
moduladores del Complemento).

En aquellos casos en los que se utilizé fa reaccién PSA, se desarrolté el protocolo
experimental como se resume a continuacién: a) Sensibilizacién pasiva por administracién
Lv. del anticuerpo especifico anti-EDTX; b) establecimiento de un cuadro de estrés
experimental por inmovilizacibn o por morfino dependencia; c) instauracién de las
diferentes pautas de tratamiento farmacolégico, que coinciden en parte con el periodo en
que se desarrolla el cuadro de estrés; d) administracién iv. del antigeno (EDTX) para

desencadenar la respuesta anafilactica de caracter sistémico (PSA).
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La valoracién del cuadro se realiza através de los pardmetros habituales

{mortalidad, TLs,, recuento de ecsindfilos y plaquetas, asi como niveles de COR).

iV.3.1.- Tratamiento con eleuterésidos.

Se comenz6 por estudiar el posible efecto inmunoestimulante de eleuterosidos de
naturaleza saponinica, existentes en algunos extractos vegetales, como en el
Eleuterococcus senticosus. Se comprobd en primer lugar, si los extractos a utilizar tenian
alguna actividad biol6gica sobre esplenocitos procedentes de ratones BALB/c, a los que
se habfa administrado 6 a 12 dosis diarias de 10 mg/Kg de dicho extracto. Como puede
verse en la Fig. 51, los eleuterésidos administrados segn nuestro protocolo, no tuvieron
efecto por si mismos sobre la blastogénesis, ya sea intrinseca o mitégeno inducida. Por
otro lado, los niveles de corticosterona en el suero de dichos animales, experiment6 un

ligero descenso, que no parece correlacionarse con el tiempo de tratamiento.
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Fig. 51 .-Variaciones en la respuesta linfoproliferativa y niveles de COR de ratones tratados
con efeuterosidos durante una o dos semanas. El tratamienio se aplica a ratones
control y sometidos a inmovilizacion.
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En cuanto a su efecto sobre ratones sometidos a situaciones de estrés por
inmovilizacién (Fig. 51), se produjo una disminucién signifcativa de los niveles de
corticosterona, previamente elevados, descendiendo desde 23.2 pg/100ml hasta 20 (p=
n.s.) y 15.8 pg/100ml (p< 0,05), para una y dos semanas de tratamiento respectivamente,
con una inmunorrestauracién especifica sobre las células T ConA inducidas. En efecto, la
proliferacién celutar, medida segun el metodo de densidad 6ptica descrito previamente; se
habia reducido desde 0.88 en los ratones control hasta 0.08 en los ratones inmovilizados.
Con la administracion de los eleuterésidos se consiguié una restauracién parcial en la
primera semana de tratamiento, (D.O. 0,65nm.), y total tras dos semanas (D.O. 0,86nm.;
p< 0,05). La proliferacién de las células LPS-sensibles, que habia disminuido desde 0.3 en
el grupo control, hasta 0.21 en el grupo de animales inmovilizados, no presentd apenas
variaciones debidas al tratamiento (0.2, y 0.22 para una y dos semanas, respectivamente;
p= n.s.).

El estudio de las modificaciones de la respuesta inmune "in vivo” (PSA), en ratones
sometidos a situaciones de estrés, se efectu6 implantando tratamientos de tres semanas
{30 mg/Kg/dia, por via oral); en la segunda semana se efectuaba la hipersensibilizacién con
el antisuero especifico (anti-EDTX) y se continuaba el tratamiento con extracto de
efeuterococo durante otra semana; y en la tercera semana se hacia coincidir la situacion
de estrés (por inmovilizacién o por morfino dependencia), con la hipersensibilizacion. Al
concluir esta tercera semana de tratamiento, se inyectaba el antigeno correspondiente
(EDTX), valorando los cambios seginlos pardmetros descritos previamente; los resultados
se resumen en las Fig. 52 a,b.

Asi, los niveles de corticosterona, aumentados en respuesta el estrés por
inmovilizacién, descendieron con el tratamiento en las dos proporciones de Ag/Ac (34
frente a 52 pg/100 mt del control, para el exceso de Ag, p< 0,05; y 40,4 frente a 49 ug/100

ml con exceso de Ac). El tratamiento produjo un aumento en la actividad del cuadro de
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anafilaxia, con un acortamiento del TLg, (reflejo de una recuperacién de la actividad
inmunologica). Este efecto fue mas acusado para este modelo, en el que el TL,, disminuye
un 25,8%, en el caso de exceso de Ag, y un 18,2% con exceso de Ac. El nimero de
eosinéfilos aumenté con el tratamiento en proporciones variables (p= n.s.) y no se produjo
variacion significativa en el nimero de plaquetas circulantes.

En el grupo de ratones morfinodependientss, el efecto sobre la COR sérica, fue
mucho menos intenso que en el grupo anterior, puesto que descendié de 167 a 160 pg/m,
y de 156 a 148 pg/m|, sin alcanzar significacién estadistica. EI TLs, presentd una
disminucién escasa (entre un 8 y un 11%; p= n.s.), el recuento de eosinéfilos descendis,

y no se detecté variacién en ei nGmero de plaquetas.(Fig. 52 b).

IV.3.2- Utillzacién de dietil-dithiocarbamato (DTC).

De los distintos inmunomoduladores a nuestro alcance, la molécula de DTC es la
més interesante desde el punto de vista de la modulacién neuroinmune, dado su efecto
especifico a nivel del neo-coriex. El modelo se desarrolla segin el protocolo general
descrito, con la administracién subcutanea de sucesivas dosis de DTC durante la semana
en que se somete a la situacion estresante.

En primer lugar se comprobé si la dosis media utilizada en otras ocasiones era la
mas indicada en estos casos, seleccionando la dosis de 25 mg/Kg de peso/dia diluido en
0,1ml. En la Fig. 53 se resumen los resultados obtenidos en varias series experimentales
de ratones BALB/c sometidos a diferentes ensayos de estrés y anafilaxia, con y sin
tratamiento. Se comprueban asi, las variaciones debidas al uso del farmaco en cada
situacién, indicando en |a tercera barra de cada grupo de resultados, el cambio porcentual
provocado por et DTC. Se definen los grupos control (CTR), endotoxina (EDTX),
inmovilizacién (INM), y morfino dependencia (MFN); estos dos ditimos con y sin reaccion

de PSA anhadida.
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Se confirmé de nuevo que la hipersensibilizacién con EDTX, produce un leve
aumento en la reactividad de las células T; de igual forma, comprobamos una disminucion
de ia respuesta linfoproliferativa debida al estrés, que fue mas intensa en los cuadros de
morfino-dependencia. En los casos en que a la situacién de estrés se superponia un
estado de sensibilizacién, se inhibié ain més la respuesta de las células T, especialmente
en el caso de la morfinodependencia (primera columna de cada grupo en la Fig. 53).

Si ahora observamos estos parametros en los grupos que han sido tratados con
DTC, segin el protocolo descrito (segundas barras de cada grupo, en Fig. 53), se puede
ver como en el grupo control aparece un efecto inmunopotenciador intrinseco del farmaco,
equivalente al 133 % {comparando con el CTR, tercera barra). Este efecto se mantiene en
ratones inmunodeprimidos a consecuencia del estrés, con o sin situaciones de anafilaxia
afiadida, en diferente proporcién para cada grupo. El maximo efecto restaurador aparece
en aquelflos grupos en los que existe una situacion de estrés con intervencion de morfino-

dependencia, ya sea sola (128% respecto al grupo equivalente no tratado, p< 0,05), o

C.P.M. x 10.000 % Frente a no tratado
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Bl Sin Tratamlento [SW Con DTG il % frente no tratado

Fig. 53 .-Variaciones ¢n la mitogénesis ConA inducida, producidas por el tratamiento con
DTC en ratones sometidos a situaciones de estrés, anafilaxia, o ambas.
e e |
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combinada con una sensibilizacién anti-EDTX (227% respecto al grupo sin DTC p< 0,05).
En cuanto a la intervencién del DTC en la induccién del estrés, se controla mediante

determinacidn del nivel de corticosterona en suero a tiempos variables (Fig. 54).

Corticosterona {ug/100 ml)

160 -
1404 -~ . .';I—.‘.\h
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Fig. 54 .-Variaciones en los niveles de COR a o largo del tratamiento con DTC aplicado

a ratones sometidos a estrés por INM y MFN,
|

El efecto del tratamiento con DTC sobre las reacciones de anfilaxia en situaciones
de estrés se resume en la Fig 55. En el grupo de Inmovilizaciébn se comprobé una
restauracion parcial de la actividad anafilactica, con una disminucién del TLg, del 36% en
el caso de exceso de Ac (px< 0,05), y del 13% en exceso de Ag. En ambas situaciones se
confirmé un leve incremento de los niveles de COR sérica (p= n.s.), con escasas
variaciones en los recuentos de eosindfilos (-17,7% y -19% para ambos grupos; p= n.s.),
y con recuentos plaquetarios practicamente estables.

En el grupo de morfinodependencia, se produjeron discretos aumentos de la COR
sérica, con incrementos (15%) del TLg, en el modelo Ag3/Ac2, y con incrementos en el
recuento plaquetario {ps< 0,05 en ¢l caso de Ag3/Ac2); y sin cambios significativos en los

otros parametros (Fig. 55 b).
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IV.3.3.-Utllizacién de antihistaminicos y antiserotoninicos.

Se han utilizado cinco farmacos distintos: a) cromoglicato (CG), que tiene
capacidad para inhibir la liberacibn de mediadores de mastocitos activados; b)
ciproheptadina (CY), que actia como anti-serotonérgico principalmente, aungue tambien
tiene una débil accibn como anti-colinérgico; y ¢} farmacos antihistaminicos como la
clorfeniramina (CF) y ia tripelenamina (TP}, que tienen actividad bloqueante anti-H1, con
mas o menos efectos centrales, respectivamente; y la cimetidina (CM) que actia como
bloqueante anti-H2. Con estos tratamientos se pretende una aproximacién a los
mecanismos farmacolégicos que puedan modificar la interaccion neurcinmune.

Se ha seguido el mismo desarrollo que en los anteriores apartados; primero se ha
instaurado un tratamiento de una semana coincidente con la aplicacién del agente
esiresante, y posteriormente se ha determinado la respuesta linfoproliferativa,
comparandola con el grupo no tratado. Completamos el ensayo provocando una reaccion
PSA sobre el animal sometido a estrés, y analizando los parametros habituales del grupo
control con el tratado.

l.os resuftados referentes at modelo de inmovilizacién se muestran en las figuras
55y 56. Asl, es posible ver que el cromoglicato present6 un efecto potenciador inespecifico
de larespuestainmune en los ensayos de mitogénesis intrinseca (PBS), con una respuesta
del 95% frente al 81% en el grupo no tratado (% respecto al control); la mitogénesis ConA-
inducida mejord discretamente (63% frente a 57%); y las células LPS-sensibles no
modificaron su respuesta con el tratamiento (Fig. 56). No hemos encontrado diferencias
significativas debidas al tratamiento en los parametros (TLs, recuentos de eosindfiios y
plaquetas). Los niveles de COR, determinados en el grupo sometido a una reacciéon de

PSA, no variaron significativamente (Fig. 57 a,b).
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Se ha comprobado que el tratamiento con clproheptadina produce un marcado

efecto inmunosupresor, tanto en la mitogénesis intrinseca (60% frente al 80% del grupo no

tratado, p< 0,08), como en la LPS-inducida (61% frente al 90%, p< 0,05). Sin embargo, la

actividad de las células ConA-sensibles, que constitula el grupo més afectado por el estrés,

no sufri® apenas cambios (Fig. 56). En el modelo de PSA para la proporcién Ag3/Ac2,

disminuyen apreciablemente los niveles de COR, y el TLy, se proionga alcanzando niveles

del 172% respecto al control (Fig. 57 a). Los resultados para la proporcién Ag0,25/Act

muestran diferencias de tipo cuantitativo, aunque son del mismo signo y proporcién.
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-57 Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM), clorfeniramina (CF),
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PSA en ratones sometidos a estrés por inmovilizacion.
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La clorfeniramina demostré un efecto inmunorrestaurador selectivo sobre la
mitogénesis intrinseca, alcanzando los niveles del grupo control sin estrés (100%). No se
apreciaron modificaciones en la mitogénesis ConA ni LPS-inducida. Sin embargo, en los
ensayos "in vivo" con reacciones de anafilaxia sistémica se observé una mortalidad precoz
de los animales, inclusc antes de terminar el tiempo previsto para el ensayo, esto hace que
los datos obtenidos sean de escasa significacién, y de dificil interpretacién (Figs. 56 y 57).

Latripelenamina demostré una restauracién de la mitogénesis ConA-inducida hasta
alcanzar los valores del control no estresado (100% tras tratamiento frente a 72% antes del
tratamiento, p< 0,05), las células LPS-sensibles también aumentaron su actividad {110%
frente a 74% antes del tratamiento, p= n.s.). El TL, de la reaccién de PSA disminuyd, y
aumentd el nimero de plaquetas, todo ello sin que se observaran variaciones en los
niveles de COR.(Fig. 57 a, b).

Para los ensayos correspondientes a la morfino-dependencia (MFN), dsjaron de
utilizarse dos farmacos : el cromoglicato, por la falta de resultados de interés en el modeio
de INM; y la clorfeniramina, por las complicaciones letales detectadas en los ensayos
previos. Del mismo modo, ala vista de la similitud de resultados encontrados en el modelo
de INM para este grupo de fArmacos, se suprimié el ensayo con Ag 0.25/Ac 1. Los
resultados correspondientes a los restantes se resumen en las Figs. 58 y 59.

La ciproheptadina presenté, en este caso, una leve disminucién de la actividad
mitogénica intrinseca (que bajé del 71% al 80%, respecto al control normal) con un claro
descenso de la mitogénesis LPS-inducida (del 95%, en el grupo no tratado, baja al 65%),
y sin cambios en las células ConA-sensibles. En el caso de reaccién de PSA anadida, el
TLe, aumentd, con una disminucion del namero de eosinéfilos. Esto se desarrolla en el
seno de unos niveles de COR que se elevan aln mas que en el grupo no tratado.

La tripelenamina presenté, al igual que en el modelo de inmovilizaciéon, una

recuperacién de actividad mitogénica en las células LPS y ConA-sensibles (Fig. 58),
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Figs. 58a, by c.-Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM), tripelenamina

(TP}, y ciproheptadina (CY) sobre la respuesta blastogénica de ratones
sometidos a estrés por morfinodependencia.
0

aunqgue en este modelo no leg6 a alcanzar los valores control. En las reacciones de PSA

se observé un nivel de COR que permanece elevado, y un acortamiento del Tls,.
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La clmetidina presenta resultados muy variables en los diferentes ensayos, y con
gran dispersion de los resultados, habiendose constatado una disminucién de la

mitogénesis LPS inducida (p= n.s.), sin otras alteraciones.
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Grupos experimentaies
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Plaquetas wortalidad {TLEO)

Fig. 59 .-Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM), tripelenamina (TP), y
ciproheptadina (CY) sobre los pardmetros de una reaccion de PSA en ratones
sometidos a estrés por morfinodependencia.

IV.3.4.-Utlizacién de antiinflamatorios, agentes plaquetarios e Inhibidores del
complemento.

Se han seleccionado los sigulentes farmacos : antiinflamatorios como el ac.
flufenémico, y la Indometacina; inhibidores del complemento como la suraminay otros con
efecto sobre las plaguetas como la ticlopldina Los hemos administrado durante la semana
en la que se sometia a los ratones a situaciones de estrés, desarrollando a continuacién
las reacciones de anafilaxia pasiva (PSA) con diferentes proporciones de Ag/Ac, Y
comparando con los grupos no tratados. Las Tablas X y XI muestran los resultados del
ensayo en el grupo control y de estrés por INM, posteriormente se resaltan los cambios
producidos por los tratamientos en cuanto a COR, TLg, ¥ % de mortalidad en las Figuras

60a b,yc.
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El tratamiento con suramina agudizé el cuadro de anafilaxia (PSA) con exceso de
Ag, acortando el Tl en este grupo (pasa de 14,8 a 5,9 horas; p< 0,05); mientras que
queda en el mismo rango que el grupo con exceso de Ac, que no sufrib modificaciones
con el tratamiento (4,9 y 5,3 horas para los grupos con y sin tratamiento). La cifra de
eosindfilos disminuyé en todos los grupos, y la de plaquetas practicamente no se
modificaron (Tabla iX). En el grupo de inmovilizacién (INM) los resultados son similares,
con la reduccion del TLy, en el grupo de exceso de Ag. Los niveles de COR no sufren
modificacién apreciable en los ratones estresados (48 frente a 43,2 y 49,8 frente a 51,3
para los grupos con exceso de Ag o de Ac respectivamente). La falta de efecto sobre el
mecanismo de estrés, y la homogeneidad de los resultados, justifican su abandono para
el modelo de MFN

El tratamiento con Indometacina atenué la reaccién anafllactica, desarrollando un
cuadro clinico con un TLg, prolongado (18,2 frente a 14,8 horas en el modelo 3/2, y 6,2
frente a 4,9 horas en el modelo 0,25/1), y una mortalidad menor (91,6% para ambos
modelos frente a 100% en el control). Esto se reflejé en una correccion del nimero de
plaquetas y eosinéfilos, con un aumento de las primeras, previamente disminuidas; y una
disminucién de los segundos, previamente aumentados por la reaccién PSA. Los niveles
de COR muestran variaciones muy discretas (mas 10 y menos 7% respectivamente para
las dos relaciones de Ag/Ac), lo que hace pensar en un efecto no mediado por dicho eje
hotrmonal (Fig. 60 a,b,c).

Sin embargo, en los ratones sometidos a estrés por inmovilizacién, se produjo una
elevacién del nivel de COR, que pasé de 50,6 a 81 pg/ml en el modelo de AQ3/Ac2, y de
51 a 98 pg/ml en el caso de exceso de anticuerpo. Este efecto potenciador del estrés, y
por tanto inmunosupresor, se sumo al efecto protector dst farmaco, por lo que el Tly, se
prolongb aun mas, y la mortalidad disminuyé (22,3 frente a 21,5 horas y 75 frente a 83%

en el grupo Ag 3/Ac 2; y 9,3 frente a 7,8 horas, aunque sin cambios de mortalidad en el
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Tabla X .-Estudio de los paré&metros habituales en la reaccidén de PSA, provocada en

con y sin estrés por inmovilizacién

en funcién del tratamiento con suramina.

ratones BALB/c

Ag 3/Ac 2 Control INM SIN Tto Control CON Tto INM CON Tto
COR Sérica 11,7 50,6 10,9 48,1
EOSINOFILGS 152 43 98 65
PLAQUETAS 5,62 6,84 4,25 7,89
TL50 14,8 21,5 5,8 8,2
% de Mortalidad 100% 83,3% 100% 91,6%
Ag 0,25/Ac 1
COR Sérica 13,2 51,3 12,8 49,8
EQSINOFILOS 122 58 92 69
PLAQUETAS 8,9 10,6 9,1 9,8
TL50 4,9 7,8 5,3 6,9
% de Mortalidad 100% 75% 100% 75%
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Tabla XI .-Variaciones en niveles de corticosterona (COR), recuento de eosindfilos (EOS)y plaquetas
(PQ); asi como en TL50 y porcentaje de mortalidad, en reaccion PSA, en ratones BALB/c con y sin

estrés por inmovilizacidn,

en funcién del tratamiento recibido. Se emplearon: Flufenamicoe
Indometacina, en reacciones de PSA para dos proporciones Ag/Ac.
Ag 3/Ac 2 CRL INM CRL II\'IM CRL INM
SIN Tto SIN Tto Ac. Flu Ac. Flu Indo. Indo.
COR 11,7 50,6 9,2 25,9 12,9 81
EOS 152 43 103 78 110 82
PQ 5,62 6,89 7,9 7,2 10,9 i0,1
TL50 14,8 21,5 11,6 19,2 18,2 22,3
% de M, 100% 83,3% 100% 83% 91,6% 73%
Ag0,25/
/Acl
COR 13,2 51,3 9,8 45 12,3 98
EOS 122 58 116 68 114 70
PQ 8,9 10,6 11,8 11,5 9,1 11,9
TL50 4,9 7,8 7,3 7 6,2 9,3
% de M 100% 75% 100% 75% 91,6% 75

Nota:Valores del control no sensibilizado

COR:7,5; EO0S.51,6; y PQ: 12,2x10e5.



grupo Ag 0,25/Ac 1). El efecto sobre plaquetas y eosindfilos se mantuvo (82 eosinéfilos/pl
sobre 43 del control, y 10,1 frente a 6,89 x 10° plaquetas/ul en el caso de exceso de Ag)
(Fig. 60 a,b,c). Como puede verse las diferencias entre las dos proporciones de Ag/Ac son
de escasa cuantia, lo que permite suponer que el efecto del farmaco no esté mediado por
el complemento.

Hemos constatado en el modelo de morfinodependencia (MFN), una disminucién
de los niveles de COR, aunque persisten muy por encima de lo normal. Por otro lado, se
mantiene el efecto propio del farmaco, con leves diferencias numéricas respecto al otro
grupo de estrés, con disminucién de eosindfilos, y aumento de las plagquetas (52 frente a
58 cél/p), y 12,5 frente a 10,6 x 10° plaquetas/pl; en el modelo de exceso de Ac). El resto
de los resultados pueden obtenerse de la Figura 60 ¢. La suma de estos dos efectos, dié
como resultado un cuadro clinico méas acelerado, pero con menor mortalidad (16,9 frente
a 18,2 horas y 75% frente a 91,66% en el grupo Ag 3/Ac 2; 8,1 frente a 8,6 horas y 75%
frente a 83,3% en el otro grupo).

El siguiente farmaco seleccionado es el Ac.Flufenamico, otro antiinflamatorio con
efecto sobre el sistema de complemento. El efecto de este farmaco difiere del anterior. En
primer jugar hemos encontrado una reduccién de los niveles de COR elevados en las
situaciones de inmovilizacién (25,9 frente a 50,6 en los grupos de exceso de antigeno; y
45 frente a 51,3 en el otro grupo), y de morfinodependencia (42,5 frente a 173, y 62 frente
a 171 en ambos modelos de PSA) (Fig. 60). Este efecto trajo como consecuencia la
correccién parcial de la inmunodepresién con TL, acortados, aunque no se observaron
cambios en la mortalidad (datos en la Tabla X). Sin embargo, en el modelo de Ag 0,25/A¢
1 se reprodujo este efecto, aunque en menor cuantia. Esto parece deberse a la inhibicién
que dicho farmaco ejerce sobre el sistema de Complemento, que como hemos comentado
previamente se ve implicado de una forma mas directa en el modelo de PSA con exceso

de Ag, y de hecho puede comprobarse un alargamiento similar de los TLs, en el grupo no
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estresado (Fig. 60). Las variaciones en el nUmero de plaquetas y eosinéfilos son del mismo
signo que en el caso del otro antinflamatorio ensayado, aunque con diferencias numéricas
(Tabla X).

En el ensayo con ticlopidina se encontraron discretos incrementos de COR para
todos los modelos ensayados (p= n.s.), con la consiguiente prolongacion del TLg,. Como
era esperable, el recuento plaquetario disminuy6 en todos los casos, aunque con diferente
intensidad. Sin embargo, no pueden anotarse diferencias notables entre los dos tipos de
reacciones PSA, producidas segun la relacion Ag/Ac, por lo que no parece mediar efecto

alguno sobre el complemento (Fig 60 b y ¢).

Resultados. 165



Fig.

30
SIN ESTRES
20
10
[4)
-10
-20
=30 i ! 1 *
IK 3/1 IK 0,251 AF 3/1 AF 0,251
o % Var. de COR % Var, de TL50O, % de M
INMOVILIZACION 40

*_| 1 1 1
IK 3/2 1K O0,25/1 AF 3/2 AF 0,25/1 TC 3/2 TC 0,251

o % Var COR, TL50 % de M

i &

MORFINODEP,

* *

i i i L i ]

IK 3/2 IKO25/ AF 3/2 AF 0,26/1 TC 372 TC 0,25M1

Ml corn STLS0 % de M

» p « 0,05 frante a grupo no tratado

60 .-Efecto de los tratamijentos con: ac. flufenimico (AF), indometacina (ID) y
ticlopidina (TC), sobre los pardmetros de una reaccién de PSA en ratones control
(arriba), y sometidos a estrés por inmovilizaciéon 0 morfinodependencia (abajo).

Resultades. 166



V. DISCUSION.




Podemos considerar que las observaciones clinicas iniciales de que las situaciones
de estrés podian asociarse a un aumento de la patologia infecciosa y a una disminucién
de los sistemas de defensa del organismo, constituyen el punto de partida para el estudio
de las interacciones neuro-inmunes. En nuestro trabajo, hemos pretendido obtener
modelos experimentales que nos permitieran estudiar detalladamente aquellas alteraciones
que las situaciones de estrés pueden producir en las respuestas inmunitarias; al mismo
tiempo, hemos estudiado el efecto de distintos farmacos, en un doble intento de conocer
mejor los mecanismos intimos de comunicacién neuro-inmune y su posible modulacién
farmacolégica.

De aqui, que los resultados obtenidos nos permitan establecer su discusién desde
distintos puntos de vista, como son: a) los modelos experimentales utilizados; b) la
resuitante de la interaccién entre ia anafilaxia y el estrés; y ¢) las posibilidades de

manipulacién farmacolégica.

V.1.- DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES EMPLEADOS.

Para comprender |as alteraciones Inmunes, hemos realizado estudios celulares "ex
vivo", seleccionando parametros inmunolégicos capaces de reflejar la actuacién de los
diferentes grupos de células inmunocompetentes, mientras que los estudios “in vivd", nos
han permitido conocer el funcionamiento integrado de todo el sistema inmunitario,
manteniendo intacto el eje neuro-inmune en el animal. Para ello, desarrollamos modelos
normalizados de anafilaxia pasiva experimental, tanto a nivel sistémico (PSA) como cutaneo
(PCA).

La circulacién y fijacién de los inmunocomplejos en vasos y tejidos orgéanicos no

es consecuencia de un sencillo mecanismo de difusién, como se demuestra por la
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imposibilidad de inducir cuadros patolégicos mediante la simple administracién pasiva de
complejos Ag/Ac por via endovenosa. Incluso cuando esto llega a ocurrir, el cuadro
patologico es siempre muy benigno (COCHRANE y KOFFLER, 1973) y por tanto, no
serviria para extrapolarlo a situaciones patolégicas reales. Por tanto, hemos de producir
dichos cuadros mediante la formacién de inmunocomplejos "in vivo"; de aqui, el interes del
modelo aplicado, en el que se ha estudiado lainfluencia de las proporciones Ag/Ac, puesto
que es uno de los factores involucrados en el cuadro patogénico.

Para el modelo de anafilixia pasiva a nivel sitémico (PSA) ensayamos dos tipos de
antigenos, uno homélogo con albimina bovina (BSA-antiBSA), y otro heterblogo con
endotoxina de Brucella (EDTX) y suero de conejo antiEDTX, aprovechando fa capacidad
sensibilizante de esta molécula (en su fraccién 5, segun DIAZ y BOSSERAY, 1974). Como
mencionamos en el capitulo de Resultados {Fig. 17), el cuadro producido por BSA-antiBSA
precisé de dosis mayores de antigeno y desarrollé una presentacién clinica mas insidiosa,
por lo que se selecciond el modelo EDTX-antiEDTX.

En este modelo PSA tuvimos en cuenta las variaciones de |a respuesta en funcién
de la estirpe murina; estudios realizados previamente (PORTOLES y col; 1986)
demostraron la ventaja de utilizar ratones BALB/c y el hecho de que esta estirpe tenga,
segun corresponde a su genotipo H-2, un nivel de Complemento mas elevado para su
intervencién en el aclaramiento de inmunocomplejos de pequeio tamaino (Ag 3/Ag 2), hace
que presenten una mayor resistencia al shock anafilactico por inmunocomplejos (Fig. 15).
También, en el estudio comparativo de la reaccién PSA realizado con varias cepas de
ratones, incluimos el fenotipo C3H que ha demostrado una mayor resistencia a la accion
de la EDTX (Tabla VIl); este hecho, junto con el desarrolio de un cuadro clinico
caracteristico, nos permite asegurar que nos hallamos ante un fendmeno anafilactico
provocado por EDTX, y no ante un shock endotéxico propiamente dicho (DIAZ y

BOSSERAY, 1974).
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La muerte de los animales se produce durante la primera semana en una fase de
espasmo generalizado, segin los sintomas clasicamente descritos por SPINK vy
ANDERSON en 1954, con erizamiento piloso, aumento del ritmo respiratorio y secrecciones
abundantes en nariz y conjuntiva e incluso diarrea, en ocasiones, adoptando una postura
tipica.

Para valorar de un modo méas objetivo la gravedad del cuadro anafilactico, se
utilizaron dos parémetros, el indice de mortalidad y el TLg, que como se explica en el
capitulo de métodos, nos da una idea mas precisa de la agresividad del cuadro clinico.

Hemos observado que distintas proporclones antigénicas originan cuadros de
diversa naturaleza; asi, utilizando "ir vitro" dos relaciones diferentes de Ag/Ac se produce
la formacion de inmunocomplejos de caracteristicas diferentes. Cabe pensar, de acuerdo
con COCHRANE y KOFFLER (1973), que en las situaciones de exceso de antigeno
{relacidén Ag 3/Ac 2) se producen inmunocomplejos pequefos, de aclaramiento rapido y
con activacién marcada del Complemento; mientras que en la situacidén contraria (Ag
0.25/Ac 1) se forman [C grandes que se precipitan rapidamente, con escasa activacion del
Complemento (Fig. 14). Diferencias de esta naturaleza son importantes también en los
mecanismos de liberacidon de las aminas vasoactivas y del factor activador plaquetario
(FAP), que participan en la patogénia de enfermedades por inmunocomplejos (NEUWELT
y CLARK, 1978).

Es evidente que las proporciones obtenidas "in vitrd', no se mantienen exactamente
cuando se provoca este cuadro en el animal, pero hemos comprobado el desarrollo de un
cuadro clinico diferente en cada una de las dos situaciones extremas. En la reaccién PSA
con exceso de anticuerpo (Ag 0.25/Ac 1) se produce un cuadro clinico mas agresivo, con
un TLg, mas corto y un indice de mortalidad mayor, esto es reflejo de una patogenia
diferente, en la que posiblemente esté implicada la no participacion del Complemento.

Los datos obtenidos en el tratamiento con Suramina, un ihibidor del Complemento,
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apoyan esta hipétesis. En efecto, el tratamiento no produjo apenas cambios en el caso de
exceso de anticuerpo (Ag 0,25/Ac 1), mientras que aumenté la agresividad del cuadro en
el caso de exceso de antigeno (Ag 3/Ac 2), al bloquear el Complemento, reduciendo las
diferencias entre las presentaciones clinicas de ambos cuadros (Tabia iX).

Se ha estudiado esta reaccién en diferentes razas de ratones y para diferentes
edades (Fig. 16), seleccionando ratones BALB/c de 8 semanas, ya que los individuos de
mayor edad han demostrado una disminucién de actividad inmune que podria interferir en
el estudio. Estos modelos, basados en la formacién de inmunocomplejos, son
fundamentales para estudiar mecanismos patogénicos de lesiones vasculares (DIXON y
col.1961; KNIKER y COCHRANE, 1968) y permiten una mejor integracién y control
farmacolégico clinico de distintas enfermedades (COCHRANE y KOFFLER, 1973,
WILLIAMS, 1980). No se conoce bien el mecanismo por el cual el sistema de
histocompatibilidad H-2 esta relacionado con el nivel de Complemento, aunque si se sabe
gue el haplotipo H-2k fiene niveles de C4y de C3 més elevados que los H-2d (FERREIRA
y NUSSENZWEIG, 1975) y que existen diferencias entre el locus S5 del H-2 que influyen
en los niveles séricos de C4 (DEMANT y col.1973).

Dentro de este modeio de anafilaxia se realizaron dos modalidades de ensayo: en
una de ellas, se produce la reaccidon PSA en un individuo previamente estresado y en la
otra se induce una situacién de estrés en un individuo previamente sensibilizado, antes de
desencadenar la reaccién anafilactica.

Se ha trabajado, preferentemente, bajo la hipbtesis de que la hipersensibilizacién
precede al estrés, por considerarla de presentacién mas frecuente fuera del campo de la
experimentacién. Hemos pretendido, con estas dos versiones experimentales, encontrar
diferencias atribuibles a la existencia de una comunicacién bidireccional entre los sistemas
neuroendocrino e inmune, taly como demostrd TORRES-ALEMAN y col (1987) en ensayos

"in vitro" con esplenocitos estimulados por mitdégenos.
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En efecto, si recordamos lo referido en el capitulo de Introduccién, existen
evidencias experimentales de esta comunicacién bidireccional, que siguiendo la revisién
de WEIGENT y BLALOCK (1987) pueden resumirse en cuatro puntos: a) las celulas
inmocompetentes pueden sintetizar hormonas peptidicas neuroendocrinas bioldégicamente
activas; b) poseen receptores especificos para péptidos opiocides y para otros peptidos;
¢) esos mediadores son capaces de modificar la respuesta inmune; y d) se han localizado
receptores para linfoquinas en el SNC, y también marcadores de membrana, que son
simitares a los de determinadas células inmunolégicas.

En nuestro modelo, al igual que en el de KANETA y cols.(1984), se ha observado
que el mé&dmo de respuesta dependia, en cierta medida, de la dosis del antigeno
desencadenante del shock y del intervalo de sensibilizacién. Es posible que esto se deba
al tipo de inmunocomplejo formado, y de aqui nuestro especial cuidado en seguir un
protocolo experimental perfectamente normalizado.

En cuanto al modelo de reacciébn anafilactica cutdnea (PCA), se ensayaron
iguaimente ambos sistemas antigénicos, seleccionandose en este caso, la reaccién
homéloga BSA-antiBSA en la modalidad de sensibilizacion completa de Ia piel, tal y como
propone OVARY (1958); de este modo obtuvimos lesiones cutaneas mas faciimente
valorables, segun queda reflejado en el capitulo de Resultados (Fig. 20).

También, en el estudio de este modelo, se valoraron diferentes parametros de
intervalo y secuencia del proceso experimental, seleccionando finalmente: inyeccion i.v. de
suero antiBSA para, a los 4 dfas, inyectar el antigeno intradérmicamente y después hacer
la lectura de |a lesién dérmica a los 10 dias, valorando la respuesta en funcién del didmetro
de la lesién expresado en mm. Este modelo es semejante, en cuanto a posibilidades, al
clasico modelo de PCA propuesto por MOTA y WONG (1969), utilizado también para
estudios de modulacién farmacolbgica de Ig E por BAKER y cols (1981) (Figs. 18, 19y 20).

En nuestro caso se estudiaron diferentes razas de ratones seleccionando, una vez
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mas, la estirpe BALB/c, por presentar una lesién dérmica mas faciimente valorable, para
una dosis menor de Ag. En los ensayos posteriores, se utilizaron dos tipos de
sensibilizacién: una sistémica, con inyeccién iv. de BSA, y posterior administracién
subcutanea del anticuerpo; y otra local, con administracién de ambas sustancias en un
area dérmica concreta. De este modo intentamos buscar algunas diferencias fisio-

patoldgicas que aportasen més datos sobre la interaccién neuroinmune (Figs. 18, 19y 20).

Para completar e! estudio de los modelos seleccionados, con vistas a los ensayos
posteriores, se estudiaron las variaciones de los pardmetros inmunolégico y de estrés, en
el desarrollo de ambas reacciones PSA y PCA. Asi, hemos comprobado que las
variaciones en los niveles de corticosterona, un indicador biogquimico de estrés, son poco
significativas a lo large de ambos cuadros, aungque se ha detectado un aumento en las
manipulaciones iniciales del modelo de PSA, que disminuye al originarse la reaccién
anafilactica completa, reflejo posiblemente del inicio de una situacién de fracaso organico
(Fig. 21). En el caso de la anafilaxia cutanea (PCA), la inyeccién inicial del antigeno
disminuye levemente los niveles séricos de corticosterona, con una elevacion de los
mismos al provocarse dicha reaccién anafilactica cutanea, como expresién de un cierto
grado de estrés producido en el animal por los sintomas locales de dicha reaccién (Fig.
22).

Las variaciones en los distintos parametros (recuento de plaquetas y eosindfilos,
respuesta blastogénica intrinseca y mitdégeno inducida, liberacion de IL-2 y actividad NK),
completan el estudio del modelo, y sirven de control de referencia frente a los obtenidos
en situaciones de estrés. Se ha observado un aumento en el recuento de eosindfilos, como
era de esperar en una reaccion anafilactica, y una disminucién en el nimero de plaguetas,
posiblemente por consumo o destruccidn de las mismas. Previamente, comprobamos en

los grupos control y antes de cualquier tratamiento, que las cifras de eosindfilos y
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plaquetas eran correspondientes a las indicadas por SCHALM y cols {1985) para la
especie murina utilizada (Fig. 26).

Elresto de pardmetros inmunoldgicos, se resumen en las figuras 23, 24y 25. Llama
la atencién el aumento de la blastogénesls Intrinseca en el modelo de PSA con EDTX de
Brucella abortus, que muestra un ihcremento de, aproximadamente, cuatro veces a las 2
horas; mucho mayor que el producido por endotoxina de £.coli (Fig. 23), probablemente
debido a un mayor efecto mitogénico intrinseco de la propia EDTX, y que va disminuyendo
al avanzar el tiempo. Este efecto queda enmascarado al estudiar la respuesta a mitégenos
(ConA y LPS), debido a una interaccién competitiva entre estas, que se produce
posiblemente a nivel de receptor. El efecto activador de la EDTX sobre las células ConA
sensibles, se confirma al estudiar la produccién de IL-2, aungque en este caso, la respuesta
es mas tardia, siendo patente a las 6 horas. El modelo BSA-antiBSA mostrd para todos los
¢asos una inhibicion de intensidad variable.

También hemos constatado una depresién ejercida iniciaimente sobre células NK
(respuesta del 78%), que va normalizandose progresivamente a lo largo del tiempo (Fig.
25).

En el estudio de las situaciones de estrés, era necesario desarroilar un modelo
experimental adecuado, para lo cual llevamos a cabo una seleccién de los empleados por
otros autores, eligiendo aquellos que parecian menos cruentos, y mas facimente
normalizables. Los modelos seleccionados respondian a diferentes tipos de estimulos: a)
de tipo psicosocial en los de aislamiento (AIS) y hacinamiento (HAC); y b) con un
condicionante fisico para el de inmovilizacién (INM). Realizamos un estudio preliminar para
la seleccidn del modelo, valorando tanto el nivel de estrés alcanzado, como las alteraciones
inmunologicas basicas producidas. Por otra parte, se seleccioné un modelo de estrés
producido por la administracién continuada de morfina (MFN), cuyo efecto quimico-tdxico

alcanza el SNC y condiciona diversas alteraciones fisiopatolégicas. Este modelo,
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previamente desarrollado en nuestro departamento (LORENZO y cols. 1987), ofrecia la
posibilidad de un manejo farmacolégico con agonistas y antagonistas, a la vez que
implicaba a receptores situados a nivel neuronal y de células inmunocompetentes
(SIBINGA y GOLDSTEIN, 1988),

Las respuestas a las distintas situaciones de estrés, que en teoria podian presentar
una cierta similitud, produjeron distintos niveles de respuesta bioquimica, ya que las
variaciones de corticosterona sérica en las situaciones de aislamiento y hacinarniento, eran
de mucha menor intensidad y duracibn que en el caso de inmovilizacibn vy
morfinodependencia. Dado que los niveles de corticosterona son variables para los
distintos lotes de animales, aun en condiciones normales (15.7 + 1.05 hasta 38,6  1.9)
se usaron siempre controles paralelos en cada situacion expresando los resultados en %
de respuesta control.

Aplicando el modelo de inmoviiizacién (INM) se consigié alcanzar un nivel de estrés
mas acusado, tanto por el estudio de comportamiento, como por el bioguimico (Fig. 12},
con niveles de corticosterona (COR) claramente superiores. En los cuadros de
morfinodependencia (MFN) se elevaron ain mas los niveles de corticosterona plasmatica
(Fig. 13). Ambos modelos presentaban los valores més extremos para los parametros de
comportamiento: tensién muscular, intranquilidad, y actividad motora; en tanto que el
modelo de MFN presentaba asociado, ademas, un elevado grado de analgesia (Tabla VI).
BAYER y FLORES (1991) han observado que la simple inyecién de morfina (25 mg/Kg) es
capaz de elevar seis veces el nivel de corticosterona en las dos primeras horas,
atribuyendo a este glucocorticoide el fenémeno inmunodepresor de la respuesta
blastogénica.

En los estudios inmunolégicos realizados para comparar las alteraciones debidas
a los tres modelos preseleccionados, el de INM demostré ser capaz de producir una

inmunodepresién mas marcada globalmente considerada. Asi, observamos unaimportante
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disminucién en el nimero total de celulas esplénicas, que quedan reducidas tras una
semana de inmovilizacién al 25% de lo normal (Fig 27).

Se ha constatado una depresién en la blastogénesis, que es méas marcada en
todos los casos para el modelo de INM, particularmente para células ConA sensibles (42%
respecto al control), y que parece de muy escasa cuantfa en los modelos de AIS y HAC
(Fig 28 y 29). Estas alteraciones parecen corresponderse con los niveles mas elevados de
corticosterona, que reflejan un grado de estrés mayor. Mas adelante, y para evitar
repeticiones, discutiremos detalladamente las alteraciones inmunes producidas en
situaciones de estrés por inmovilizacién, modelo que fue seleccionado finalmente, junto con
el de morfinodependencia, que también se incluye en este estudio por sus peculiares
caracteristicas antes resefadas.

El método de inmoviiizacién aqui descrito, constituye un interesante modelo de
estrés en ratébn que es facimente normalizable, de escasa agresividad, y con una
variabilidad en los parametros de comportamiento y bioquimicos, que demuestraun grado
de estrés superior al provocado por los otros dos modelos. Asimismo, se objetivan unas
alteraciones inmunolégicas mas marcadas y que justifican su seleccién para un estudio
detallado.

Con el modelo de morfinodependencia se alcanza un nivel de estrés ain mayor,
poseyendo ademas las especiales caracteristicas sefaladas anteriormente, por lo que
también fue seleccionado para completar su estudio en lo relativo a interaccién neuro-
inmune. A pesar de que gran parte de los ensayos inmunoldgicos se realizaron en los
cuatro modelos, como se cita en el capitulo de Resuitados, tan solo se discutiran aquellos
resultados obtenidos en los dos modelos finalmente seleccionados de inmovilizacién y

morfino depenencia.
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V.2.- ALTERACIONES INMUNOLOGICAS PRODUCIDAS POR ESTRES EN EL
MODELO DE INMOVILIZACION,

Alconsiderar detalladamentelas modificaciones observadas enla respuestainmune
a cansecuencia de una situacién de estrés por inmovilizacién, parece adecuado revisar en
primer lugar aquellas alteraciones de [os ensayos "ex vivo", y posteriormente las
alteraciones correspondientes a los modelos de anafialxia experimental.

Asi, hemos observado una disminucién de la actividad mitogénica intrinseca de los
esplenocitos, produciendose una depresién méxima a la 24 horas de finalizar el estrés
(80% respecto al control), seguida por una normalizacién progresiva. Estas alteraciones
parecen reflejar, aunque con cierto retraso, las alteraciones en los niveles de corticosterona
detalladas en la figura 12, que mostraba un aumento maximo a los 30 minutos de finalizar
el estimulo, manteniendo los niveles a las 24 horas, con una tendencia progresiva hacia
la normalizacién. Sin embargo, cuando se mantiene el agente estresante durante otro ciclo
semana, no se potencia esta depresion de la respuesta blastogénica (Fig. 30).

Al estudiar los diferentes grupos celulares, observamos que la actividad de las
células T resultd ser fa mas afectada. En efecto, la mitogénesis ConA inducida presenta
una depresién méxima (de aproximadamente el 50%) a los 30 min, que cede parcialmente
en la determinacién a las 24 h. {55% de respuesta respecto al control), y que
posteriormente, va aproximandose al valor de referencia con una depresiéon del 30% en la
ultima determinacién (Fig. 29); estas madificaciones discurren inversamente a la de los
niveles de corticosterona, como puede verse comparando con los datos de la Fig. 12.
Cuando se estudia esta respuesta en funcién del tiempo que se mantiene el agente
estresante y de la dosis de mitbgeno, se observa que con dos semanas de inmovilizacién,

se produce un aumento en la inhibicidn, que es aln mas marcada para {as dosis bajas de
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mitégeno. Al aumentar la dosis de mitégeno de 1 a 3 pg/mi, disminuye la diferencia con
el control en la segunda semana (Fig. 30), correspondiéndose con un nivel més bajo de
corticosterona (Fig. 32).

Con el propésito de obviar, en lo posible, la interaccién entre células By T en las
pruebas de proliferacién, hemos ensayado la respuesta frente al anticuerpo monocional
2C11. Este reactivo presenta una gran especificidad para las células T que expresen el
receptor CD3-¢, que participa en la trasduccién de sefales de activacién a través de
membrana (OBERDAN y col.1987), que se usa en estudios de inmuno-regulacién "in vive",
y que podria tener una aplicacién clinica en la modulacién por farmacos. Con dicho
anticuerpo 2C11 hemos comprobado un comportamiento similar, al que se observa en
presencia de Con A, aunque presentando una inhibicibn mas marcada en la primera
semana, cuando existe un nivel mayor de corticosterona sérica, y sin que se observen
modificaciones al incrementar las dosis de 2C11 (Fig. 30). El Gltimo parametro analizado
en relacién con los linfocitos T, es la actividad de IL-2 que presenta una curva parecida a
la de la mitogénesis intrinseca, con depresién inicial, que es méaxima a las 24 h, y una
recuperacion casi total a los 6 dias.

Por tanto, parece claro que el estrés producido por INM provoca una
inmunodepresién mas marcada sobre los linfocitos T, y que se corresponde bien con los
niveles de corticosterona sérica (indice bicquimico de estrés) como queda demostrado en
los parrafos precedentes. Tanto los estudios de seguimiento en funcién del tiempo
trascurrido desde la finalizacién del estrés, como los realizados con un tiempo méas
prolongado de estrés (2 semanas) con diferentes mitbgenos (Fig. 28, 29 y 30), muestran
una buena correspondencia con el nivel bioguimico de estrés (Fig. 12y 32). La produccién
de 1I-2, parametro indirecto de actividad de linfocitos T, refuerza esta hipétesis, al presentar
una disminucién en la produccion de dicha interleuquina que se corresponde con los

niveles de corticosterona, aunque en este caso, presenten su maxima alteracién en un
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tiempo més prolongado.

Es posible que esta inmunodepresién inicial tan intensa esté vinculada a la
intervencion del factor activador de plaquetas (FAP) liberado durante las primeras horas
de la reaccién anafifactica, puesto que segun demostraron BRAQUET y col. (1987), el FAP
interviene en la regulacion de la blastogénesis PHA-inducida "in vifro".

La actividad de los linfocitos B, valorada por 1a respuesta proliferativa frente a LPS,
presenta una inhibicibn menos marcada que la de los linfocitos T, alcanzando una
depresion del 22% que, progresivamente, va normalizandose alir disminuyendo los niveles
de corticosterona. Si consideramos las Figs. 28 y 12, observamos una relacién inversa
entre corticosterona sérica y mitogénesis LPS-inducida. En el caso de mantener durante
dos semanas la situacidn de INM, los niveles de COR se mantienen significativamente
elevados con respecto a los niveles normales, mientras que la inhibicion sobre células B
no sblo se mantiene sino que incluso, lega a aumentar ligeramente. Creemos que la
depresién de células B es consecuencia en parte de la alteracién en la células T: En efecto,
los ensayos de proliferacion se realizan sobre poblaciones linfocitarias no discriminadas,
de forma que no pueden descartarse interacciones entre ellas.

BENNER y Van OUDENAREN (1979), observaron una inhibicién de las células
formadoras de anticuerpos (CFP) frente a LPS de E. cofi que era inducida por
corticosterona en bazo de ratones; mientras que en medula ésea, el fendbmeno era inverso,
y se reflejaba por aumentos dosis dependientes de esta respuesta. Dichos autores
suponen que este efecto contradictorio sobre esplenocitos y células medulares, puede ser
debido a una redistribucién de las células B que emigran del bazo para acumularse en la
medula dsea.

La lisis no activada por anticuerpos, implicada en los mecanismos de vigilancia
inmunoldgica (HEBERMAN y ORTALDO, 1981), es debida a la actividad de células NK

(Fig. 35), y resulta igualmente afectada, con una inhibicién que aumenta en la segunda
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semana de éstres, y con unos niveles de COR gque se mantienen elevados en ese
momento (Fig. 32). Segln las investigaciones de ONSRUD y THORSBY (1981) en
humanos, mediante la administracién de 300 mg de hidrocortisona, se comprueba que el
efecto del farmaco es variable, puesto que aparece incrementada la actividad litica de las
células NK frente a las células diana K-562 durante las 4 primeras horas, se inhibe a las
24 horas, y vuelve a la normalidad al cabo de 48 horas. Para estos autores, el efecto
puede ser debido a una redistribucién reversible de la cortisona que afecta a otras células
sintetizadoras de mediadores capaces de actuar sobre las células NK.

En nuestro caso, las variaciones encontradas no pueden ser reflejo de un efecto
redistributivo, al persistir la COR elevada durante un tiempo mas prolongado, porque el
efecto inmunodepresor se mantiene. Si tenemos en cuenta los resultados de KATZ y col
(1985), sobre la independencia de los receptores de corticoides y la actividad citotoxica
de las células NK, cabe pensar que el efecto puede deberse a una participacién de otros
factores que contribuyen a deprimir ain més la actividad de lisls especifica sobre células
YAC-1. Entre estos factores se encuentran la activacion del eje hipéfiso-adrenal, o un
aumento en la actividad simpético-adrenal, consecuente con el proceso psicolégico
desencadenante de la situacién de estrés (IRWIN y col.1987). Esta sensibilidad de las
células NK, contrasta con la resistencia a corticosteroides presentada por las células
citotdxicas mediadas por anticuerpos (CCAD), (PARRILLO y FAUCI,1978).

El subgrupo considerado en el capitulo de Resultados, como inmovilizacion con
posibilidad de autoliberacién, presenta un nivel de COR mayor, que no se corresponde con
una inmuno-depresién mas acusada. Asi, los valores de mitogénesis son similares a los
del grupo INM, o incluso mas proximos al control, en el caso de mitogénesis intrinseca, o
LPS-inducida (Fig. 34). Es posible que la fiabilidad del modelo de autoliberacién sea menor
que la del clasico modelo de INM, ya que es mas dificiimente normalizable, puesto que son

mas patentes las diferencias de tipo individual (BOHUS y col. 1987), y no puede predecirse
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con exactitud cuénte tiempo tardara en liberarse. Por este motivo, no se continuaron
estudios posteriores con esta variacion del modelo inicial.

Por Uitimo, en las situaciones de inmovilizacién habituales, se detectd una
disminucién en el nimero de eosindfilos circulantes. La escasa literatura sobre este grupo
celular hace que no se atribuya una explicacién al fenémeno, aunque estos valores son
utiizados como referencia para estudios posteriores sobre anafilaxia (PSA) (Fig. 36).

En cuanto a los estudios "in vivo", se realizaron en los modelos PSA y PCA. En el
primero de ellos, se emplearon [as dos proporciones de Ag/Ac mencionadas previamente,
desarrollandose en dos secuencias distintas: en un caso, se provocaba una reaccidn PSA
en animales sometidos a inmovilizacién durante una semana. En el otro supuesto, se
inmovilizaba a animales previamente sensibilizados provocando finalmente la reaccién PSA.
De este modo estudiamos la interaccién neuro-inmune de un modo bidireccional. Este
modelo permite comprobar los efectos del estrés sobre el fendmeno anafilactico, a la vez
gue nos sirve de ensayo "in vivo"' del funcionamiento del sistema inmune.

Al estudiar el desarrollo de la reaccién PSA en ratones sometidos a estrés por
inmovilizacién, observamos para la proporcién Ag 0.25/Ac 1 un alargamiento espectacular
del TLg, que pasé de 4 a 7 horas, con un discreto descenso de la mortalidad hasta el 83%
del control. Esto reffeja un curso ciinico mas solapado y con una letalidad levemente
alterada. Sin embargo, para la proporcion Ag 3/Ac 2, el fenomeno es diferente,
objetivandose un discreto alargamiento del TLg, que pasa de 14,7 a 20,6 horas, y una
marcada disminucién de la mortalidad, que queda en el 41,6% del control; lo que podria
ser la expresién de un cuadro con una patocronia similar, aunque de menor letalidad (Fig.
45). Esto refleja, una vez més, una alteracién gliobal del sistema inmune, incapaz de
desarrollar una reaccién anafilactica adecuada. Las diferencias entre ambos patrones estén
en relacién con la participacién o0 no del sistema de Complemento, tanto en las

posibilidades de eliminaién de iC en funcién de su tamafo (COCHRANE, 1984), como por
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la naturaleza endotéxica del antigeno que puede activar al Complemento por la via clasica
o alternativa (FINE,1974; MORRISON y KLINE,1977); o por el contrario llegar a inhibirlo a
través del factor C, (BEUSCHER y BRADE, 1986).

En el caso del ratén hipersensible sometido a situaclones de estirés, |a respuesta
para la proporcion Ag 0,25/Ac 1 es similar a la descrita previamente, aungque con
diferencias cuantitativas (Fig. 44). La relacién Ag 3/Ac 2 presenta una modificacion muy
discreta del TLg, (de 16,5 a 19,2 horas), con una disminucién de la mortalidad al 50% de!
control y que, posiblemente, refleja tan sélo variaciones de tipo individual frente al estrés.

Por tanto, el modelo de PSA con exceso de anticuerpo (Ag 0,25/Ac 1) es mas
sensible a la inmunodepresién provocada por la INM, independientemente de que
utilicemos una u otra secuencia temporal (animales estresados que sufren PSA, o ratones
sensibilizados que padecen estrés). Esta disminucién de actividad del sistema inmune, se
refleja de modo cuantitativo en los parametros de Tlg, y mortalidad.

En el modelo de PSA con exceso de antigeno (Ag 3/Ac 2) se afecta més claramente
la mortalidad, con una alteracion menor del otro par&metro TL,,. Estas variaciones
obtenidas para ambos modelos de PSA y en funcién de la proporciéon Ag/Ac empleada,
puede ser la expresién clinica de una fisiopatologia diferente segun participe o no el
Complemento, en consonancia con los resultados obtenidos en estudios de precipitacion
"in vitro" para diferentes proparciones Ag/Ac.

La inmunodepresion producida por la inmovilizacién, fue capaz de anular la
elevacién del nimero de eosinéfilos, que es caracteristica de la reaccién PSA; esto puede
ser una consecuencia de la elevacion del nivel de corticosterona en suero, que origina un
fendmeno semejante al ya observado por MURRAY y cols (1950) al inyectar cortisona o
ACTH en cobayos hipersensibilizados con BSA. En ningdn momento hemos observado
que la situacién de estrés por inmovilizacién afectara al nimero total de plaquetas.

La inmunodepresion provocada por una situacién de estrés en el modelo de INM

Discusion. 182



se expresa por una modificacién en |a presentacion de los cuadros de PSA, y se supone
debida a las alteraciones observadas previamente en los estudios de actividad celular "ex
vivo'. El grupo celular més alterado en dichos ensayos fue el de los linfocitos T, como se
constatd por los estudios de mitogénesis ConA-inducida, respuesta a 2C11, y capacidad
de sintesis de IL-2. Para comprobar esta hip6tesis y descartar otros factores de regulacién
al interactuar ambos modelos de estrés, realizamos ensayos en esplenocitos procedentes
de ratones en situaciones de estrés. En cuanto a estos parametros de actividad celular,
la estimulacién mitogénica que habiamos descrito enlareaccién PSA, posiblemente debida
a efecto directo de la EDTX, desaparece al provocar la situacién de estrés, produciendose
una disminucién muy acusada de esta respuesta. Esta alteracién mitogénica se refieja,
tanto a nivel de los linfocitos T como de los B; aunque una vez mas, los primeros resultan
més susceptibles. Asl, en el estrés debido a ta inmovilizacién, se produce una disminucién
de la mitogénesis inducida por ConA y de la actividad de IL-2 (Fig 49), previamente
estimuladas por fareaccion PSA (Fig. 23 y 24). La actividad de las células NK, previamente
inhibidas por la reaccién PSA, sufren una inhibicién ain mayor.

Todas estas atteraciones se corresponden con una marcada elevacién de la
corticosterona sérica, producida al anadir una situacién de estrés (INM) a la reaccion
anafilactica que se utiliza como determinante inmunolégico.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos afirmar que el cambio producido
por la inmovilizaciébn en la presentacién clinica del shock anafilactico es debido,
fundamentalmente, a una disminucién en la actividad en los linfocitos T, principales
reguladores de la respuesta inmune, asi como a una disminuciéon del nimero de
eosindflios, grupo celular implicado en la patogenia del cuadro.

Al estudiar las variaciones debidas a la inmovilizacién (INM) en la reaccién
cuténea PCA, se utilizaron dos tipos de sensibilizacién, indicadas como de piel completa

y de reaccién local. Las alteraciones objetivadas fueron mucho mas claras en el primer
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modelo, ya que al implicar a todo el organismo, el sistema resulta mas sensible a los
cambios debidos a la comunicacién neuroinmune. Asi, como se observa en la Fig. 46, el
valor medio de la lesién pasa de 6 a 3.8 mm, con una disminucién del 60% respecto al

control, para estos casos de sensibilizacién en piel completa.

V.3.- VARIACIONES EN LA RESPUESTA INMUNE DE RATONES SOMETIDOS A
SITUACIONES DE ESTRES POR MORFINODEPENDENCIA.

En este modelo, la inmunomodulacién resulta mas compleja de interpretar que en
los casos anteriores de inmovilizacién (INM), puesto que nos encontramos con varios
mecanismos posibles de regulacién. Podemos sugerir tres mecanismos bésicos para
explicar los efectos de la morfina sobre los linfocitos: a) efecto directo sobre dichas células,
através de receptores especificos; b) efecto indirecto a través de otras células implicadas
en la respuesta inmune; y €) efecto mediado por el SNC a través de mecanismos
neuroendocrinos o del sistema nervioso auténomo (SNA). Existen evidencias en laliteratura
que apuntan a favor de los tres mecanismos (BAYER y FLORES, 1991).

Para analizar y discutir los resultados obtenidos en este modelo, seguiremos un
esquema similar al utilizado previamente para la inmovilizaciéon. Como vimos en el estudio
preliminar de los modelos, la morfino dependencia conlieva un nivel bloquimico de estrés
mas elevado que la inmovilizacién, presentando en la segunda semana, una diferencia ain
mas acusada. Otros autores han descrito igualmente aumento en los niveles de ACTH y
prolactina, (BRYANT y col. 1988, 1988c).Sin embargo, como veremos més adelante, el
efecto sobre el sistema inmune no es solo cuantitativamente diferente. S8i comparamos
estos resultados con los que aparecen en la Fig. 28, observamos cdémo la
inmunodepresién alcanzada se corresponde con el nivel de estrés, aunque existe en la

literatura actual una interesante controversia sobre el papel de la morfina en esta
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inmunodepresién.

Se ha demostrado que algunos de los efectos de MFN y otras sustancias opioides
sobre celulas de sistema inmune se producen por un mecanismo directo, quizas a nivel
dereceptores en dichas células (MADDEN y DONAHOE, 1991). Sin embargo, para algunos
autores como BAYER y FLORES (1991) parte de los efectos de la morfina se deberian al
desarrollo de una sluacién de estrés, con un aumento de COR que justificaria la
inmunodepresién comprobada e incluyendo este efecto de la MFN dentro de un amplio
marco que engloba al eje neuroendocrino (MOREY vy col., 1971).

En los estudios de actividad celular especifica, hemos constatado una mayor
afectacién de lag células T, respecto de las B. Sin embargo, si comparamaos con el modelo
de INM esta inmunodepresion es en conjunto mayor, correspondiendose con un nivel
mayor de COR. Una vez mas, la actividad de células T fue valorada por mitogénesis ConA-
inducida. En cuanto a ia produccién de IL-2, se observa una depresioén hasta el 58% de
actividad que se mantiene a las 24 horas (Fig. 33). Este modelo presentd la depresién
maxima en la respuesta a ConA, alcanzando hasta un 22% de la respuesta control, para
mostrar posteriormente una tendencia hacia la normalizacién {Fig. 30). En este caso, la
méaxima inhibicién se produjo a las 24 horas, a diferencia de lo ocurrido en la INM que
mostraba el méaximo a los 30 minutos. Esto parece ser debido a que la supresién del
estrés en el modelo INM es inmediata, mientras que tras retirar el "pelfef’ de morfina,
persisten niveles circulantes de esta sustancia, por lo que no se consigue una desaparicién
inmediata del agente estresante.

En la literatura se ha descrito un efecto directo sobre los linfocitos T, reflejado en
la respuesta a ConA tras la administracién de una dosis Gnica de morfina, que parece ser
dosis dependiente, y que coincide con el nivel méaximo de biodisponibilidad de morfina
(BAYER y FLORES 1991). Esto hablaria en favor de un efecto mediado por receptores

opioides; sin embargo, este efecto no es revertido por Nx, y como hemos comprobado en
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este trabajo, se mantiene también en administraciones crénicas de MFN, no coincidiendo
necesariamente con un nivel sérico maximo de la droga (BRYANT y col. 1988c), pareciendo
correlacionarse con niveles mas elevados de COR.

Todo ello hablarfa en favor de un efecto a nivel central (a partir del SNC),
secundario a la situacién de estrés provocada. Como veremos al hablar de actividad NK,
hay otras evidencias en la literatura de que se precisa la integridad del eje hipotalamo-
hipofisario (HPT-HPF) para que se produzcan ciertos efectos inmunodepresores de la
morfina. Existen igualmente, otros trabajos que indican que algunos efectos de la morfina
sobre linfocitos T pueden ser revertidos manipulando el eje neuroendocrino (BRYANT y col.
1988a). En los ensayos con dos semanas de morfinodependencia se observd una
inmunodepresién mayor, que se acompafaba de niveles menores de COR (aunque
siempre muy superiores a los controles). Este efecto seria explicable por los niveles
elevados de COR (reflejo del estrés) mantenidos durante un tiempo mayor, aungue la
determinacién puntual ai término del ensayo sea algo menor.

La actividad de los linfocitos B, que en el modelo de INM mostraba una ligera
disminucién (respuesta del 78% respecto al control), se encontraba méas claramente
deprimida en este modelo. Como se ha podido ver en la figura 29, la respuesta a LPS
disminuyé hasta el 66% respecto al control. Una vez mas, observamos la misma relacion
temporal con el minimo de respuesta a las 24 horas. La mayor afectaciéon de las células
B, en este modelo, no se corresponde a una perdida de selectividad celular en el efecto
inmunodepresor del estrés, sino con una depresién mas acusada en todos los grupos
celulares. Para algunos autores, este efecto sobre la respuesta humoral se debe mas ala
disminucién de las funciones de linfocitos T, o de otras células intermediarias en su
cooperacion con las células B, que a un efecto directo sobre estos linfocitos (WEBERYy col.
1987). Esto concuerda con nuestros resultados, puesto que las mitogénesis se inducen

sobre grupos celulares purificados en conjunto, utifizando como factor de discriminacion
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la selectividad del mitégenc empleado (ConA o LPS), pero sin excluir del cultivo las células
T, que al verse funcionalmente deprimidas, pueden interferir indirectamente la mitogénesis
de las células B, en el proceso de cooperacion T-B.

La actividad de células NK mostrdé una depresién similar a la observada en el
modelo de INM, aunque existe alguna evidencia en la literatura sobre un efecto NK
estimulante en esplenocitos aislados en caso de una administracién intensa y puntual de
MFN (SHAVIT y col. 1985); sin émbargo, la administracion mantenida durante 4 dias
produce una disminucién en la respuesta citotdxica por células NK. Este Gltimo fenémeno
es dosis dependiente, saturable, estereoespecifico, y reversible por naloxona "in vitro'; ello
apunta claramente a un efecto dependiente de receptores situados en las células
inmunocompetentes (SHAVIT y col 1986). Otros autores han demostrado la necesidad de
un eje hipotalamo-hipofisario (HPT-HPF) intacto para que la morfina administrada induzca
al SNG, a producir este efecto sobre las células NK (SHAVIT y col 19863a).

En nuestro estudio, la induccién de un sindrome de abstinencia con Nx, que
aunque conlleva un mayor estrés, implica simultaneamente un efecto antagonista de MFN
a nivel receptores especificos, se asocia a una mayor depresién de estas céiulas
citotoxicas. No obstante, si valoramos los resultados tras dos semanas de estrés, esta
correlacién entre COR y depresién NK, no se mantiene claramente. En efecto, si
consideramos los resultados de las figuras 32 y 35, no podemos establecer una
correlacién directa entre los niveles de corticosteronay la actividad NK. Estos resultados,
implicarian una regulacién méas compleja para este grupo celular, en la que participarian,
tanto elementos receptoriales de tas propias células, como factores de un nivel superior
correspondiente a una regulacién neurocinmune (IRWIN y col.1987; KATZ y col. 1985).

En cuanto a la repercusion sobre otros grupos celulares implicados en reacciones
de anafilaxia, los eosinéfilos sufren una inhibicion méxima en las situaciones de

morfinodependencia, presentando el recuento celular méas bajo de todos los modelos;
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mientras que el numero de plaquetas se eleva discretamente, aunque estas pequenas
variaciones podrian carecer de significacién clinica. Existe alguna evidencia de que las
plaguetas humanas podrian tener receptores opioides, pero estos datos no estan aln
suficientemente contrastados (MEHRISHI y MILLS 1983).

Cuando estudiamos el desarrollo de un sindrome de abstinencia mediante la
administracién de naloxona (Nx), encontramos una brusca elevacién de los niveles de
COR, reflejo del gran estrés que acompana al cuadro clinico de este sindrome (Fig. 13).
Por este motivo, esperabamos una potenciacion de los efectos inmunosupresores
observados en los animales moriino dependientes, como se habia constatado en la
actividad NK (Fig. 35), con una disminucién marcada de su actividad coincidente con
aumentos en el nivel de COR, sin embargo, esta cotrespondencia no se mantiene al
prolongar la situacién durante dos semanas, seglin se ha comentado previamente.

No pudo comprobarse una clara correlacién en todos los paradmetros analizados.
Asi, al considerar los resultados de la mitogénesis intrinseca (en PBS), se observa una
inmunorrestauracion debida a la Nx; efecto que no aparece al afladir Nx al grupo control
y que, por tanto, no puede considerarse dependiente de un efecto intrinseco del farmaco.
Estos resultados apuntan a que este efecto de la MFN sobre los esplenocitos, podria
deberse, al menos parcialmente, a un mecanismo de interaccion directa receptor-ligando.
En la literatura se encuentran resultados contradictorios sobre este punto, y mientras
algunos autores afirman una reversibilidad parcial de este efecto inmunodepresor de la
MFN, otros reportan la no reversibilidad con Nx (SHAVIT y col. 1986). En cualquier caso,
es necesario continuar estos estudios para aclarar esta interaccién.

En la mitogénesis de células B, se produce una recuperacion de los niveles de
respuesta, previamente deprimidos por la MFN, que también se muestra en los grupos
control. La respuesta mitogénica de células T, valorada por ConA y 2C11, presenta una

inmunorrestauracion variable, méas patente en los ensayos con dosis bajas de mitégenos.
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Tan sélo en el caso de ensayos con 1 pg de ConA y una semana de estrés, se pudo
demostrar este efecto al administrar Nx a ratones no morfino dependientes, sin que
aparezcan diferencias en el resto (Fig. 31); por tanto, no podemos concluir si este efecto
es debido a la accidn directa del farmaco, o implica otros sistemas de autorregulacion.

En los estudios realizados con dos semanas de estrés, quedé patente, una vez
mas, cémo la Nx disminuia el efecto inmunodepresor de la MFN, especialmente para las
células T, no pudiendo demostrarse ningin efecto sobre los grupos control.

En cualquier caso, el sencillo modelo tedrico: estrés, seguido de elevaciéon de
certicoides, y la consiguiente inmunodepresién, no parece ser la Gnica explicaciébn de
nuestros resuitados. Nos encontramos con que la Nx provoca un nivel de estrés mas
acusado y un nivel mas elevado de COR,; perc que, en contra de lo esperado, se produce
una correccién parcial de la inmunodepresién debida a la MFN. Esto hablaria en favor de
un efecto directo de la morfina, mediado por receptores opioides, a nivel de células
inmunocompetentes y, por tanto, potencialmente reversible por antagonistas especfficos
en un corto espacio de tiempo.

Es légico pensar que, en este modelo de estrés, se acumula el efecto de la MFN
al del estrés neurologico, con un nivel de COR elevado, tal como quedé demostrado en
el modelo de INM; pudiendo existir, ademas, una accién directa sobre los receptores
opiocides especificos, que seria antagonizada por Nx. El corto espacio de tiempo
trascurrido entre la brusca elevacidn de COR y las determinaciones celulares, puede
explicar la falta de efecto del factor corticoideo. Queda por dilucidar el posible efecto
directo de la Nx , pueste que en determinados ensayos, también se han encontrado
variacicnes en los grupos control tratados.

Los modelos utilizados para la valoracién de la respuesta anafilictica (PSA y PCA),
demuestran igualmente una inmunodepresién secundaria a la MFN, que es mas acusada

que la obtenida en el caso de INM. Para la reaccién PSA, seguimos un plan de trabajo

Discusién. 189



similar al explicado previamente para el modelo de INM, utilizando las dos proporciones
Ag/Ac, y las dos secuencias: estrés sobre animal sensibilizado, y anafialxia sobre animal
estresado.

Como se explicé en el capitulo de Resultados, las dos secuencias obtuvieron
resultados cualitativamente similares (Figs. 44 y 45). Para el modelo Ag 0,25/Ac 1, que
recordamos se asociaba "in vitro' a inmunocomplejos de gran tamafo, de rapida
precipitaciéon y con poca participacion del Complemento, se constaté una atenuacion del
cuadro patolégico, con una prolongacién importante del TlLg, acompafada de una
disminucién del indice de mortalidad; lo que reflsja una inmunosupresién méas acusada que
en el caso de INM. En et otro modelo (Ag 3/Ac 2), el efecto es sorprendentermnente menor
que en el caso de INM. Por tanto podemos deducir que el efecto de la morfina sobre el
sistema de Complemento es menor, centrando su accion principalmente en las células T.

La Naloxona {(NX) contrarresta el efecto de 1a MFN, en lo que se refiere al desarrollo
del cuadro con una disminucién de los valores de TL,, (que llegan a alcanzar Ia
normalidad en el modelo con exceso de antigeno). Sin embargo la mortalidad aumenta en
todos los casos colocandose en niveles préximos al control en ires de los cuatro modelos
(Figs. 44 y 45).

Los parametros de inmunidad celular analizados en los animales sometidos a
estrés, y para el modelo de PSA establecido, corroboran la inmunodepresion secundaria
al tratamiento con MFN (Figs. 46, 47 y 48), mostrando una vez mas una afectacién mayor
a la objetivada en el modelo de INM, con cierta selectividad para los linfocitos T, y siendo
validas aqui, las consideraciones resenadas en el apartado anterior para similares estudios

en el modelo de INM.
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V.4.-MODULACION FARMACOLOGICA.

En un doble intento de modular 1a respuesta inmune y aportar mas datos sobre su
interaccion con el SNC, se ensayaron cuatro grupos de farmacos.

-~ A) En primer lugar utilizamos farmacos adaptégenos que nos permitieran
disminuir el nivel de estrés. Los extractos saponinicos de Efeuterococus senticosus han
demostrado en trabajos previos, un incremento de la capacidad de adaptaciéon a
situaciones nuevas (BRECKHMANN y DARDIMOV 1969). Tras realizar ensayos para ajustar
el tiempo y las dosis usadas por otros autores a nuestro modelo, nos decidimos por una
pauta de dos o tres semanas de tratamiento por via oral, a dosis de 10mg/Kg, haciendo
coincidir el estimulo estresante con la Ultima parte del tratamiento. Asi, pretendiamos
demostrar si el empleo de farmacos adaptégenos permitiria disminuir el nivel de estrés,
cuantificar esta variacion, y confirmar una correccién de la inmunodepresién obtenida con
la inmovilizacion. Esta tesis ha podido ser comprobada, como se refleja en las figuras 51
y 52, confirmandose una disminucién de los niveles de COR, que pasan de 51 a 32 ug/100
ml. Estos resultados se corresponden con los descritos previamente por PETKOV y col en
1966, al medir variaciones en la produccién adrenal tras tratamiento con estas sustancias.
A consecuencia de esto, la respuesta mitogénica de las células T, deprimida por la INM,
aumenté hasta alcanzar practicamente los valores de referencia en el grupo control; sin
embargo, el tratamiento sobre el grupo nc estresado, no produjo cambios en dicha
actividad celular, por lo puede descartarse un efecto intrinseco del farmaco sobre esta
poblacién celular. El efecto sobre los linfocitos B fue menor, del mismo modo que fue
menor atn el efecto de la INM sobre las células procedentes de ratones asi tratados.

En los estudios de respuesta anafilactica, segun la pauta descrita en el capitulo de
Resultados, se ha confirmado una restauracién de esta respuesta, que alcanza

practicamente los valores de los animales no estresados (en TlLy, y mortalidad). Esto
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parece debido efectivamente a la disminucién del estrés, con descenso en los niveles de
COR, y consecuente recuperacién de la actividad de linfocitos T y eosindfilos. Las
diferencias para |as dos proporciones de Ag/Ac son de escasa importancia, como cabe
esperar de un tratamiento que actda en la rama aferente del estrés, y que por tanto tiene
escaso efecto a nivel del Complemento.

El modelo de morfinodependencia (MFN), mostré una discretisima respuesta al
tratamiento, con escaso descenso de los niveles de COR, y consecuentemente un Tlg
muy similar al grupo no tratado.

El modelo de inmovillzacién (INM), se comporta como una situacion de tipico estrés
psiconeurégeno, debido a un cambio brusco en las condiciones ambientales, con la
consiguiente incapacidad de adaptacién, y reaccién neuroendocrina asociada, por lo que
es mas sensible a la acciéon de un farmaco con efecto adaptégeno. Sin embargo, el
modelo de MFN se muestra una vez més, como un sistema complejo, en el que el estimulo
se mantiene constante e implica en su metodologia sustancias con efecto directo sobre el
SNC y el inmune, siendo menos sensible a este tipo de tratamientos.

.- B) El siguiente ensayo de manipulacién farmacolégica es el empleo de dietil-
dithiocarbamato (DTC), un inmunomodulador que segin se documenta en estudios
anteriores, actlia a nivel del neocértex (RENOUX y col. 1984). La accién de este farmaco,
junto con los ensayos previos, que demostraban la importancia de la lateralizacion
hemistérica en el control neuroldgico de la respuesta inmune (NEVEU 1988, y RENOUX y
col. 1980), resaltan la importancia del neocértex (punto de partida de la reaccidn de estrés
neuropsiquico) en la respuesta inmune. Para este ensayo, se emplea un protocolo similar
al del del farmaco anterior, con una dosis que se ajusté en 25 mg/Kg de peso.

Los resultados obtenidos muestran un efecto estimulante intrinseco del farmaco
sobre los linfocitos T (Fig. 53). Este efecto no parece estar mediado por el eje hipotalamo-

hipéfiso-adrenal, puesto que se corresponde con niveles elevados de COR circulante a
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pesar del tratamiento (Fig. 54). Asi, el modelo de INM, que mostraba una buena
correspendencia entre el nivel de estrés alcanzado y la inmunodepresién (especialmente
de linfocitos T), presenta una correccidn parcial de este efecto al emplear el DTC.

l.os ensayos "in vivo" muestran igualmente una modificacidn del TLg,, que disminuye
al originarse una mayor actividad inmunolégica, que se corresponde con unos niveles de
COR elevados. Parece que el efecto del DTC, a través de neocdrtex, es de mayor
intensidad que el mediado por COR, pues consigue corregir las alteraciones inmunitarias
en presencia de niveles elevados de corticosterona.

El modelo de morfino-dependencia, que mostraba una complejidad mayor en los
estudios de apartados anteriores, parece mas sensible al efecto del DTC en nuestros
ensayos "ex vivo' (Fig. 53); sin embargo, en la reaccibn PSA, nc se producen
modificaciones en cuanto a la duracién del cuadro. Estas variaciones se desarrollan en
presencia de niveles de COR elevados, lo que refuerza la hipdtesis anteriormente
explicada, asi como fa idea de que existe una mayor complejidad en la regulacién de este
modelo de estrés. Las diferencias debidas a las proporciones de Ag/Ac son de caracter
cuantitativo, y poco significativas, como cabe esperar por los motivos expresados
previamente para el primer grupo de farmacos.

.~ C) El siguiente grupo de farmacos est4 integrado por reguladores del sistema
serotonérgico, histaminérgico, y por el cromoglicato, que se ha incluido en este apartado
por su impiicacién en {as reacciones inmunoibégicas mediadas por hipersensibilidad.

Considerando en primer lugar los farmacos antihistaminicos , vemos que la
CIMETIDINA es un agente anti-H, de primera generacién, cuyo uso principal es la
regulacion de la secreccidn gastrica, no existiendo referencias claras sobre un efecto
regulador primario del sistema inmune. Sin embargo los efectos centrales reportados,
debidos a la permeabilidad de la barrera hemato-encefélica, tanto a nivel neurolégico

(somnolencia), como endocrino (aumento en la produccién de prolactina), hacian esperar
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algln efecto sobre la regulacion neurcinmune. Asi, encontramos en el modelo de INM un
aumento de la mitogénesis inducida, que llegaba a superar los valores previos a la accién
inmunosupresora del estrés (ConA 111%, LPS 100% respecto al control sin estrés). Esto
concuerda con el aumento de inmunidad celular, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos en los que se usd este farmaco (PLAUT y cols. 1982).

Este efecto no parece debido a la mediacion adrenal, pues los niveles de COR no
sufrieron variacién. En el ensayo de anafilaxia (PSA), no se observé potenciacién o mejor
funcionamiento del sistema inmune, comprobandose un TlLg mas prolongado. Otros
autores han descrito efectos de la histamina sobre ceiulas inmunitarias mediadas por
receptores H, y con una disminucién de la produccion de mediadores celulares e
inmunoglobulinas, asi como una menor actividad de neutréfilos (GANELLIN y col 1982).
Estos resultados podrian explicarse también por la persistencia del estimulo del estrés. En
el modelo de MFN se obtuvieron resultados con una cierta dispersién que no permiten una
interpretacién fiable.

La TRIPELENAMINA, dentro del grupo de las etildiaminas, fue seleccionada por su
especificidad y ausencia de efectos centrales, aunque algunos ensayos reportan
somnolencia como efecto secundario. Nuestros resultados muestran una estimulacién de
la mitogénesis ConA- y LPS-inducidas que, en el caso de la inmovilizacion, alcanza los
valores previos a la situacién de estrés, y en la morfinodependencia queda algo por debajo
de los valores control, aunque se comprueba la tendencia hacia una inmunorrestauracién
(Figs. 56 y 57). Los niveles de COR permanecieron por encima de los valores normales,
como era de esperar en un farmaco sin efectos neuroendocrinos. Las pruebas de
anafilaxia demostraron una correccién de la actividad inmunolégica (con valores de Tl
mas cortos) en ambos modelos de estrés y coincidiendo estos resultados con los
obtenidos en los ensayos "ex vivo',

La CLORFENIRAMINA se seleccion6 por su potente accién y por |la abundancia de
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efectos centrales, reportados en los ensayos clinicos como efectos secundarios. Sin
embargo, en contra de lo esperado, no hubo efecto detectable sobre el estrés,
manteniendose sin cambios los niveles de COR. Hubo un leve incremento en la
mitogénesis intrinseca, pero sin que se observaran variaciones en los ensayos mitégeno-
inducidos. En los estudios de anafilaxia se detectd un aumento de la mortalidad, incluso
previo al desencadenamiento de la reaccién de PSA (tres animales de doce); esto hace
que el acortamiento del TL;, en los restantes grupos experimentales sea poco valorable.
Estos problemas nos hicieron desistir de ensayarlo en el modelo de morfinodependencia.

La CIPROHEPTADINA se seleccion6 por su efecto antiserotoninérgico, asociado a
un efecto anti-histaminico, y a una cierta accién dopaminérgica. Se ha descrito un aumento
de la secreccién de hormona del crecimiento (GH) para explicar alguno de sus efectos
indeseables (HO y col. 1982)

Nuestros resultados obligan a pensar en un doble efecto, ya que por un lado
parece disminuir el nivel de estrés, con niveles de COR mas bajos que los grupos no
tratados; y por otro, presenta un efecto inmunodepresor a nivel celular. El primero puede
explicarse por la inhibicién del efecto serotoninico sobre la hipdfisis, ya que algunos
autores refieren un aumento en la produccion de ACTH debido a serotonina, (KRIGE y col
1978).

Los animales fratados con ciproheptadina presentaron una clara disminucién de la
blastogénesis intrinseca, y de la mitogénesis en células sensibles. La mitogénesis ConA-
inducida, que es la més afectada por el estrés en ensayos previos, continia deprimida a
pesar de la disminucién de COR, en consonancia con los otros grupos celulares. Esta
depresion no dependiente de los niveles de COR se corresponde con una prolongacién
del TLg, en los ensayos de PSA.

.- D) El ditimo grupo de farmacos, cuyos resultados se resumen en las Figs. 60 a,

b, y ¢; y enla Tabla IX, incluye inhibidores del Complemento (Suramina), inhibidores de la
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accion plaquetaria (Ticlopidina) y antiinflamatorios (Indometacinay Acido flufenamico). Este
heterogéneo grupo reune farmacos cuya tnica caracteristica comdn es el hecho de actuar
sobre el brazo eferente del sistema inmune, y se seleccionaron buscando efectos en el
dltimo eslabén de la interaccién neuro-inmune, asi como variaciones en su mecanismo de
accién al encontrarse el sujeto bajo una situacién de estrés.

Eltratamiento con SURAMINA nos permitié confirmar la hipotesis de que la diferente
manifestacién clinica de los dos modelos de PSA era debida al sistema de Complemento,
ya que con exceso de Ag (Ag 3/Ac 2) se producen inmuno-complejos de pequeno tamario,
aclaramiento rapido y con activacién del Complemento (a diferencia de lo que ocurria en
la proporcién Ag 0,25/Ac 1). En el modelo de PSA correspondiente, se produce un cuadro
con un TLg, més prolongado que en el otro grupo. Al aplicar el tratamiento con suramina
en ambos modelos de PSA, se produce un acortamiento del TLy, en el grupo de exceso
de Ag, que casi iguala al del modelo con exceso de Ac (que no se ve practicamente
afectado por el tratamiento). De esta forma se comprueba que cuando se bloquea el
Complemento, la presentacién clinica en ambos modelos se asemeja bastante. Estos
resultados confirman la hipétesis inicial, y refuerzan (a existencia de dos modelos de PSA
con diferente patogenia.

Este efecto se observd también en el grupo de ratones inmovilizados, sin que se
produjeran cambios en la concentracion sérica de COR. Esta homogeneidad de resultados
hizo que no se ensayara en el grupo de morfinodependencia.

En los tratamientos con TICLOPIDINA, no presentd resuitados de interés, ya que
en todos los grupos ensayados se constaté una disminucién del recuento plaquetario, sin
cambios ni en {os niveles de COR, ni en los parametros de PSA. Del mismo modo no pudo
demostrarse diferencia en su accién debida al estrés.

En el tratamiento con los dos agentes anti-inflamatorios, obtuvimos diferentes

resultados para ambos. Asi, el ACIDO FLUFENAMICO produjo una disminucién en los
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niveles de COR, especialmente en los grupos de mayor estrés (Fig 60 a, b, y ¢). Sin
embargo, en la literatura revisada no se han encontrado antecedentes que justifiquen este
efecto, aunque algunas publicaciones refieren cambios en la secrecidon de hormonas
hipotalamicas tras la ingesta de antiinflamatorios.

Por otra parte, se comprobé el efecto inhibidor del farmaco sobre el sistema de
Complemento, al presentar una accién similar a la de la suramina. Provocando una
disminucién del TLg, en uno de los grupos experimentales de anafifaxia en que se ensay6
(Ag 3/Ac2); tanto en el grupo con estrés por de inmovilizacion, como en el grupo sin
estrés. Esta accién cualitativamente similar a la de la suramina, aunque menos intensa,
habia sido descrita previamente en nuestro Departamento (PORTOLES, 1989).

En el grupo de morfinodependencia se comprobaron niveles de COR disminuidos
respecto al grupo no tratado; pero aln asi, éstos siguen siendo muy superiores a los del
grupo control.

La INDOMETACINA, por su parte, produjo una elevacién de COR en todos los
grupos excepto en el de morfinoependencia que presenta resultados paraddjicos. No
hemos podide encontrar informacién sobre este efecto en la literatura revisada. Sin
embargo cabe suponer, por la farmacocinética de esta sustancia, que este efecto sea mas
periférico que central, puesto que por su alta afinidad con las proteinas séricas, traspasa
con dificultad la barrera hematoencefalica (GOODMAN, 1986). Se han descrito elevaciones
de la concentracion sérica de COR, con otros farmacos antiinflamatorios del tipo salicilato
(GOODMAN, 1986 b), pero no con esta molécula,

En cuanto a la presentacidn del cuadro clinico en la reaccion de PSA, no se
observan diferencias entre los grupos con exceso de Ag o Ac, ya que este farmaco no
parece tener efecto selectivo sobre el Complemento. En el modelo de inmovilizacién se
observa una prolongacién dei TLg, con disminucién delindice de mortalidad, consecuencia

de su efecto antinflamatorio directo, reforzado por el aumento de inmunosupresién
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secundaria a una situacién de estrés (elevacion de los niveles de COR}). El modelo de MFN
tuvo de nuevo un comportamiento paraddjico tras la utilizacién del farmaco, lo que revela

una regulacién mas compleja del mismo.
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES.




1.- El modelo de inmovilizacién establecido, resulta incruento y normalizable, es capaz de
producir un cuadro de estrés experimental repetible y cuantificable comportamental y bio-
quimicamente. En esta situacion se origina una inmunodepresién de caracter generalizado

que afecta basicamente, a la regulacion de la respuesta inmune a nivel celular,

2.- También puede originarse una situacién de estrés mediante la instauracién de morfino-
dependencia, que se agudiza al inducir un sindrome de abstinencia; y que, en cualquier
caso, produce una inmunodepresion mas intensa que la originada por inmovilizacién, y se

relacciona con la dosis y pauta de administracién de dicha droga.

3.- La inmunodepresidn subsiguiente a las situaciones de estrés aqui descritas, son de
intensidad variable y afectan, fundamentalmente, a los linfocitos T cooperadores CD4* y
a la actividad estimuladora de la IL-2. También resulta afectada la citotoxidad no mediada
por anticuerpos; mientras que el efecto sobre los linfocitos B es consecuencia de las

alteraciones en la cooperacion celular T-B.

4.- Las respuestas de anafilaxia pasiva sistémica aqui estudiadas, presentan una diferente
fisiopatologia en funcién de ia relacién Ag/Ac, que hace posible la participacién o no del
Complemento. Sin embargo, las reacciones cutaneas solo permiten detectar alguans

variaciones cuantitativas.

5.- La inmunodepresidn originada en situaciones de estrés, condiciona una disminucion en

la agresividad de los cuadros anafilacticos, reflejo de una menor reactividad de los

linfocitos T y de una disminucién del nimero y funcién de eosinéfilos.
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6.- La interaccion neuro-inmune en situaciones de estrés, cursa con una inmunodepresién
de similares caracteristicas sea cual fuere el origen del agente estresante. Sin embargo se
observan algunas diferencias: asi, en el caso de morfinodependencia, parece existir una
regulacién multifactorial mas compleja que implica tanto al eje neuro-endocrino, como a

interacciones receptor ligando en células inmunocompetentes.

7.- La modulacion de estas interacciones puede conseguirse: a) mediante tratamientos con
eleuterdsidos, que parecen intervenir directamente en los mecanismos neuroendocrinos
de estrés, a nivel de mensajeros secundarios; b) actuande coninmunomoduladores sobre
el nea-cortex, consiguiendo una restauracién de la respuesta inmune por mecanismas que

parece no implicar el eje hipofisc-adrenal.

8.- En cuanto al resto de los farmacos ensayados: a) los tratamientos con anti-histamfnicos
y antiserotonérgicos, segun nuestro protocolo, no parecen intervenir en la comunicacién
neuroinmune, aunque se observan efectos sobre el mecanismo inmunitario; b) los
tratmientos con antiinfalamatorios, pese a su capacidad de intervenir en la activacién del
Complemento y en el brazo efector de la respuesta inmune, no parecen interferir con el

mecanismo de inmunodepresion secundario al estrés.
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