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En opinión de la mayoría de los sociólogos, parecen existir tres condicionantes

sociales del comportamiento humano que son característicos en la forma de vida de los

habitantes de países desarrollados: una continua aceleración del ritmo de vida, una

competitividad creciente en lo profesional, y una vida sedentaria con disminución de la

actividad física. Todo ello propicia una mayor frecuencia de cuadros de estrás

psiconeurógeno o situaciones de ansiedad que alteran el sistema nervioso y. a su vez,

dado la comunicación neuro-inmune de carácter 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 estrás existe una liberación

simultánea de encefalinas y catecolaminas junto con hormonas esteroideas. Cuando esta

situación se prolonga o repite, aparece un cuadro fisiopatológico en el que se propicia la

intervención del metabolismo serotonérgico. Por otra parte, también es conocido que

alteraciones en el metabolismo de la serotonina pueden modificar la respuesta inmune,

sobre todo en animales en situación de estrás.

Entre las aheraciones más frecuentes del sistema inmune, se cuentan los cuadros

de hipersensibilización, en los que pueden intervenir los sistemas histaminérgico y

serotonérgico. Otras formas de reacción a través del sistema dopaminérgico podrían cerrar

el ciclo interactivo de las reacciones neuro-inmuno-endocrinológicas, completando la

interacción de los sistemas monoaminérgicos que intervienen en las respuestas de

adaptación al medioambiente. Su modulación farmacológica -cuyo estudio se inició hace

algunos años en nuestro Departamento- resulta del máximo interés en busca de una

mejora de la calidad de vida.

Aunque en las reacciones de hipersensibilidad actúan como mediadores directos

la histamina y la serotonina, según se comprueba en cuadros de anafilaxia sistémica en
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ratas, ello no excluye que en el fenómeno intervengan también otros moduladores del tipo

de neuropéptidos. Se ha descrito un modelo de neurotransmisión histaminérgica en el que

hay intervención de péptidos y de los neurotransmisores cerebrales -que tanto participan

en las situaciones de estrás pslconeurógeno- y también se han encontrado receptores

opioides e histaminérgicos-H2 y H1 en la superficie de células mediadoras de la respuesta

inflamatoria e inmunitaria.

Ante esta situación, ya que las interacciones del sistema nervioso y del sistema

inmune en situaciones de anafilaxia, son las menos estudiadas, parece justificado que

intentemos apodar 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 modulación

farmacológica desde distintos puntos de vista.

Empezaremos por actualizar datos relativos a la situación biológica del estrés, tanto

como a la fisiopatología de la reacción anafiláctica; también completaremos esta

introducción al tema con una revisión de los distintos modelos animales que tengan

posibilidad de aplicación a este tipo de estudios y finalmente, examinaremos algunos

aspectos farmacológicos que puedan afectar a la interacción neuro-inmune.

¡.1.- ORGANIZACION ANATOMICA Y RESPUESTAS DE ESTRES.

En relación con los lugares anatómicos comunes del estrés, señalaremos, tanto las

aferencias e interconexiones entre los sistemas nervioso central y periférico, como las

eferencias de este sistemaque regula las respuestas adaptativas al medio. La vía aferente

de este mecanismo es muy compleja, ya que muititud de estímulos pueden considerarse

desencadenantes de estrés y éstos son conducidos por el sistema nervioso periférico hasta

el sistema nervioso central. Es aquí donde se produce una integración de la información
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actual y la almacenada; posteriormente, ¡avía eferente del sistema se encargará de ejecutar

a respuesta frente a la nueva situación.

Los estímulos nerviosos que desencadenan esta respuesta pueden ser clasificados,

según PACKOVITS y BROWNSTEIN(1985), en tres grupos: a) estímulos somáticos y

viscerales, que son guiados por fibras nerviosas sensitivas; b) estímulos de órganos

especializados, que tienen su origen en los sentidos del olfato, vista, gusto, oído y tacto;

y c) estímulos emocionales, originados y modulados por el sistema límbico.

En cuanto al primer grupo, estímulos de todo tipo alcanzan al hipotálamo por vías

multisinápticas, existiendo receptores especializados para el dolor y la temperatura, así

como para el tacto. Los estímulos dolorosos, tanto somáticos como viscerales, constituyen

un importante grupo de activación del mecanismo del estrés, pero podemos aceptar que

la estimulación intensa de los receptores mecánicos, térmicos y químicos, así como la

estimulación bajo condiciones especiales de receptores tactiles sensibles a la presión y

equilibrio (propioceptivos y cinestésicos), pueden desarrollar también una situación de

estrés. La organización anatómica de estas vías de información se divide en dos grandes

grupos: 1) aferencias procedentes de los pares craneales; y u) aferencias procedentes del

resto del cuerpo que acceden por la vía medular.

Los pares craneales implicados en estas respuestas son, en el ser humano: el

trigémino <sensibilidad de la cara), el facial, el glosofaríngeo y el hipogloso; éstos se

continuan por el tracto trigémino-espinal hasta los núcleos correspondientes en el tronco

encefálico. Desde allí, la segunda neurona se une con las procedentes del tracto

espinotalámico que conectan con el tálamo.

Existen dos vías aferentes medulares fundamentales: a) la vía lemniscal, que

conduce la información del tacto fino de carácter epicrítico o discriminativo, como la presión

o la vibración, y la cinestésica; y b) la vía extralemniscal, que conduce la información

dolorosa y de temperatura, y que es de carácter protopático. La vía lemniscal comienza
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en los receptores (especializados o no) con localización periférica y que se continuan hasta

la médula, donde integran el cordón posterior que asciende isolateralmente hasta alcanzar

los nucleos de Goil y Burdach, donde se encuentran los núcleos celulares. Desde ahí

parte la segunda neurona que se decusa a nivel bulbar, alcanzando por medio del

lemnisco medial el tálamo ventro-basal; las neuronas allí originadas se proyectan hacia la

corteza cerebral somestésica, donde se hallan los núcleos de la tercera neurona de esta

via.

En cuanto a ¡avía extralemniscal, está constituida por vías neuronales más lentas

y menos discriminadoras. Los axones neuronales se cruzan en cada nivel medular,

incorporándose a las láminas 1 y II del asta posterior de la médula; desde allí, parte la

segunda neuronaque asciende por el fascículo espinotalámico contralateral hasta eltálamo

posterior.

Entre las vías que conducen las sensaciones captadas por los sentidos básicos

cabe distinguir las sensaciones captadas por e~gj~ que pueden alcanzar el hipotálamo por

vía supraquiasmática a través del cuerpo geniculado lateral; o también, se puede transmitir

esta informacion directamente por el quiasma, las cintillas ópticas, las radiaciones ópticas

y alcanzar el córtex occipital; la información allí analizada se transmite a las estructuras

reguladoras del estrás, según veremos más adelante. La x[i.~udjIiv!, puede alcanzar el

hipotálamo por el lemnisco lateral. El sentido del gusto recogido por los pares craneales

VII, X y XII, alcanza el núcleo del tracto solitario y posteriormente el núcleo parabraquial en

el puente; desde allí, las fibras se dirigen hacia el tálamo y posteriormente al córtex y al

núcleo paraventricular. El gH~. alcanza directamente el córtex olfatorio y desde allí, a

través de la amígdala ventral y el subiculum, alcanza el hipotálamo.

En relación con las interacciones entre el sistema límbico y el hipotálamo, debemos

comenzar diciendo que el sistema límbico se halla -más o menos desarrollado- en todas

las especies de mamíferos y, de hecho, se han publicado diversas experiencias que
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demuestran la relación existente entre estas dos estructuras. Así se ha visto que la

estimulación eléctrica de estructuras limbicas, como son el septo, la amígdala o el

hipocampo, van seguidas de unaelevación en los niveles de corticosterona en plasma; en

tanto que la destrucción de las estructuras hipotalámicas, anula este efecto, demostrando

claramente la interacción entre estas estructuras (FELDMAN y col.,1982).

Asimismo, se han localizado vías anatómicas que relacionan directamente las

estucturas límbicas principales con el hipotálamo; la amígdala conecta con el núcleo

paraventricular (NPV) por vía de la stria termina/ls 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 córtico-hipotalámico.

El sistema límbico constituye la estructura esencial de toda esta integración. Dicho

sistema se halla integrado dentro del cerebro del paleomamífero, en estrecha relación con

el rinencéfalo o cerebro reptiliano. Constituye una estructura en forma de anillo, que se

dispone en torno al tronco cerebral, con otros elementos diencefálicos profundos

rodeados, a su vez, por el cerebro del neomamífero o neocórtex. Dentro de éste,

distinguimos el sistema límbíco mesenceféilco BLM <limbic midbrain system LMS) y el

sistema ¡EmbIco proencefélico SLP ( limbic forebrain system LFS). El primero -SLM- se

halla en conexión con la sustancia reticular activadora ascendente <SRAA) y tiene como

función alertar a todo el organismo; no se trata de una reacción agresiva, sino de una

situación de alerta y atención. El SLP es el encargado de evaluar la situación y elegir la

respuesta más adecuada y para ello dispone de múltiples interconexiones. En primer

lugar, unos tractos neuronales le conectan con el córtex temporal <SOLOKOV, 1968)

recibiendo aferencias directas monosinápticas desde los bancos de memoria, la que le

permite compararla información acumulada con la correspondiente a los nuevos estímulos.

Las conexiones con el lóbulo frontal aportan los patrones de comportamiento e integran
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la información sensitivo-motora; desde este punto de vista, algunos autores consideran al

lóbulo frontal como parte del sistema límbico.

Una vez integrada toda la información, el individuo toma una actitud que, en su

forma más simple, puede ser de ataque o defensa (en cuya respuesta la amígdala juega

un papel importante); o también, el organismo puede adoptar una respuesta más compleja.

La reacción elegida es muy variable, en general es similar a la elegida en otra situación

semejante que se haya producido previamente; si esta respuesta es adecuada, se extingue

la situación de alerta y el consiguiente estrés; pero si no lo es, la situación de tensión

persiste (LEVINE y coi.,1978). Puede producirse una situación completamente nueva, en

Señal adversa
(o nueva)

Aml9dala(ataQue)
RECEPOION

Alarma ~ Sistema
8. limbico

mesencef alice 5. Frontal

y
vi9 íí la-actívaclon

<st~,sa)

Septo-
hipocampo
(Inhlbíclon)

II
limbico F

II Temporal
V (memoria)

VALORACION

COMPORTAMIENTO
==t> APRENDIDO

Y’ ‘N~., Au¶sI~d~d

Respuesta A }
neuroendocrina o

Fig. 1.-Representaciónesquemáticadel procesointegradode respuestadelsistemasepto-
hipocampofrenteaunasimaciónambientalnueva.
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la que el individuo no sabe reaccionar y se origina entonces un fenómeno de inhibición del

comportamiento, con lo que se encuentra en una situación de máximo estrés en la que

mantiene todas las defensas preparadas, y con un nivel de ansiedad máximo acompañada

de una sensación de desamparo, si es que puede admitirse este sentimiento en los

mamíferos inferiores (GRAY, 1982). El sistema septo-hipocámpico es esencial en este tipo

de reacciones. En la Fig. 1 se representa de un modo integrado todo el proceso hasta

aquí descrito.

Por otra parte, también consideramos oportuno resumir en la Fig. 2 las interacciones

a nivel de SNC de un roedor, con indicación de los neurotransmisores implicados en

determinadas vías. Este esquema nos permite representar mejor las dianas de los

sistemas monoaminérgicos y la intervención de algunos fármacos.

Ideación
to

NEOESTRIAD

Motivación 000<’ lón STQP

motuái -r

IOIDES

Fig. 1.-Esquemaque relaccionadiferenteszonas de la anatomíadel SNC murino con su
funciónprincipal, indicandolos neurotrasmisoresimplicadosencadacaso.

Memoria

Atención

BZD

GASA

DA

T-DOR

Agresión

HPF

HPT
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Por último, en cuanto a ¡avía eferente de este complicado sistema neuro-humoral,

se articula sobre el eje hipotálamo-hipofiso-adrenal, y sobre respuestas mediadas

directamente por el sistema nervioso autónomo. La regulación del control de ACTH se

realiza por una doble vía endocrina y nerviosa (FORTIER, 1951) y, más recientemente, se

admite una doble vía para el acceso de los estímulos productores de estrás a nivel

neuronal en las células liberadoras del factor estimulador de corticotropinas, o células CRF-

érgicas: la sistémica y la local. Estas células CRF-érgicas se distribuyen por todo el SNC,

pero se concentran principalmente en la parte medial y rostral del núcleo paraventricular

dei hipotálamo. Este grupo celular es el implicado en la regulación de la hipófisis. El factor

estimulador de la liberación de corticotropinas <CRF), se produce en el núcleo

paraventricular (NPV) y se acumula en las terminales de la eminencia media, alcanzando

concentraciones 50 a 100 veces superiores; desde allí, se libera al sistema venoso portal

que comunica el hipotálamo con la hipófisis. El estrás puede actuar a nivel local

aumentando la producción de CRF y su concentración 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 específico en su membrana. Una vez producida la unión, este complejo CRF-

receptor se internaliza en la célula provocando la liberación de AOTH y el aumento de su

producción.

Existen otrassustancias implicadas en la comunicación hipotálamo-hipofisaría, como

son la vasopresina, la oxhocina, la angiotensina-2, el PIV, y otras aminas biógenas. Todas

estas sustancias actúan aumentando la liberación de ACTH, ya sea directamente o como

neurotransmisores; o bien, através del CRF, aumentando su concentración en los capilares

venosos.

IntroducciÓn. 9



Una vez recordadas las vías anatómicas que canalizan la información aferente hacia

el SNC, revisaremos las interacciones que, a nivel del SNC, consiguen realizar un análisis

de cualquier situación 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 la reacción de estrés constituye la parte inicia/de la respuesta, que seproduce

por la interacción de la información recibida por las vías antes citadas, con los datos

acumuladospor elaprendiza/eprevio en el lóbulo tempora~ las pautas de comportamiento

diseñadas ene! córtex frontal y la respuesta voluntaria condicionada en el sistema motor

o mediante una respuesta somática condicionada por el sistema nervioso autónomo y el

neuroendocrino.

¡.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 estímulos potencialmente

dañinos o perjudiciales, creándose así una situación de estrés. Sobre la base de la

variable naturaleza del agente estimulador o estresante, ALLEN y col. (1973) distinguen

entre cuadros de estrás de origen slstémico y cuadros de estrás de origen neural. Entre

los primeros cabe señalar a los agentes físicos (térmico, sónico o lumínico), a los agentes

químicos (liberación de radicales oxidantes, etanol, metales pesados y otras moléculas

tóxicas), y a los aaentes biológicos (privación de nutrientes, disrupción metabólica, anoxia

celular e infecciones). El estrás neurop.lcógeno, sin embargo, aunque puede ir

acompañado de modificaciones fisiológicas a nivel hormonal depende fundamentalmente

de la plasticidad neural en respuesta a estímulos medioambientales de carácter psicosocial.

Mientras que los agentes que producen estrásslstémlco ofislológlco pueden actuar

directamente sobre células ACTH de la pituitaria o bien mantener su acción mediatizada
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por factores hipotalámicos; sin embargo, en los cuadros de estrás neurolágíco, la liberación

de ACTH se produce tan solo por estimulación a partir del hipotálamo.

Según el nivel de organización en la escala biológica, y dependiendo del agente

estimulador, en toda respuesta derivada de una situación de estrés entran en juego una

serie de proteínas específicas, 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 estrás

somático, desde el shock térmico hasta una interrupción metabólica <o, por una escasez

de nutrientes), con la síntesis de distintas proteínas que se encargan de proteger a la célula

de los efectos deletéreos de una situación dañina por estrás. Mediante estas especiales

proteinas se facilita a la célula la reestructuración de alguna de sus propias proteínas que

se hayan desnaturalizado en la situación adversa.

í.ai. Cuadros de eatrás de origen sistémíco.

Con propósito de actualizar el tema desde distintos puntos de vista, es posible

diferenciar tres situaciones de estrás fisiológIco, según se relacione con el shock térmico

(LINDQUIST, 1986), con la patología de infecciones (OPERMANN y col.,1981), o con el

síndrome general de adaptación que depende del sistema nervioso central (SMELIK, 1987).

A) Estrás por shock térmico

.

Cuando un tejido celular, un tejido explantado o un organismo completo queda

expuesto durante un cierto tiempo -que es variable según las condiciones experimentales-

a un aumento de temperatura, surge una respuesta de carácter universal frente al estrás

térmico producido. Esta respuesta se traduce por la síntesis de un pequeño número de

proteinas cuidadosamente conservadas durante la filogenia (CRAIG, 1985; LINDQUIST y
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CRAIO, 1988). Dichas proteinas parecen tener funciones protectoras de carácter general

e intervienen en el crecimiento y desarrollo normales para mantener la homeostasis del

organismo, conociendose bajo la denominación genérica de proteínas 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 inducción de estas PSTs, varia en función de cada organismo y sus

condiciones medioambientales. Así en células de Drosophila, que crecen normalmente a

250 0, la aparición de proteínas de estrés térmico se revela a los cuatro minutos cuando

la temperatura se eleva de 290 a 38~ C, que es comúnmente su temperatura estival

(LINDQUIST, 1980); sin embargo, en bacterias termófilas, que crecen habitualmente a 500

O, las proteínas se inducen cuando se alcanzan los 600 0 <DANIELS y col.,1984). En

peces del ártico, que viven a 0~, se inducen las PSTs a temperaturas de 50 a 1O~ O; en

tanto que en el salmón o la trucha, el máximo de respuesta de las PSTs se observa a los

2800, aproximadamente (KOTHARYy CANDIDO, 1982). Se ha demostrado la inducción

de PSTs en mamíferos durante los estados febriles elevados (LI y LASZLO, 1 985a), y este

fenómeno es particularmente interesante, en el caso depatógenos procariotaso eucariotas

que tienen ciclos celulares dimórficos en los que soportan temperaturas relativamente frías

en una de las fases de su ciclo vital y temperaturas más cálidas en su fase parásita dentro

del mamífero huésped. Este cambio va siempre acompañado de la inducción de una PST

como signo de su adaptación termorresistente.

En general, según datos de la revisión de LINDQUIST (1986), se ha comprobado

que en organismos que crecen en un rango restringido de temperaturas, basta superar 50

O por encima del óptimo de su temperatura habitual para que se produzca la respuesta

máxima; sin embargo, organismos con un amplio dintel térmico en su hábitat precisan una

elevación súbita de 100 a 150 0 sobre su temperatura habitual.
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Al observar que otras muchas agresiones celulares, distintas de las térmicas, eran

capaces de originar PSTs, se llegó a proponer el término de “proteínas de estrás”. Hace

pocos años, se demostró que muchas de estas proteínas estaban presentes y activas en

células normales, y que en ellas realizaban importantes funciones fisiológicas; a partir de

entonces, se las comenzó a denominar protectores moleculares” (molecular chaperones)

al tener en cuenta su papel más generalizado como proteínas protectoras o de

mantenimiento en la célula (ELLaS, 1967; PELHAM, 1988>.

En el caso particular del shock térmico, la inducción de las proteínas coincide con

la adquisición de tolerancia a temperaturas más extremas, aunque existe ¡acreencia de que

en la termotolerancia podrían intervenir también otros mecanismos (LINDQUIST, 1986),

puesto que hay casos y circunstancias en los que la inducción de termotolerancia no se

correlaciona exactamente con la aparición de las PSTs. Estudios de este tipo se han

realizado, bajo muy diferentes condiciones, con células de mamífero (LI, 1983; LI y

LASZLO, 1985; LI y WERB, 1982) e incluso con ratones vivos (LI y col.,1983). Un sencillo

experimento de letalidad termo-inducida demuestra la participación de las PSTs en la

protección frente a temperaturas elevadas. Basta establecer dos lotes iguales de cultivos

celulares u organismos sobre los que ensayar el fenómeno: uno de los grupos se somete

a una temperatura extrema y se mide la cinética de la letalidad; en el otro grupo, se induce

a síntesis de PSTs sometiéndolo a una moderada elevación de temperatura para, despues,

someter a dicho grupo a las condiciones extremas del primero, con el fin de valorar -en

análogas condiciones- la 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 inducción de termotolerancia coincide con la cinética de síntesis de PSTs y alcanza su

máximo cuando se llega ala plataforma de acumulación de la PSI <LANDRYy col.,1982),

mientras que el decaimiento de la termotolerancia coincide también con la degradación de

estas PSTs <LI y LASZLO, 1985).
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B’¡ Estrés biológico por interacciones huésped-parásito

.

Según datos suministrados por COLLINS y HIGHTOWER <1982), el virus de la

enfermedad de Newcastle desencadena una situación de estrés en células de embrión de

pollo y estimula la acumulación de PSTs y de mRNA. También PELUSO y col. (1977),

encuentran que en casos de infección de células aviares por virus Sendai se estimula la

síntesis de varios polipéptidos celulares. Dichas proteínas fueron caracterizadas un año

más tarde por los mismos autores (PELUSO y col.,1 978), quienes comprobaron que eran

análogas a las sintetizadas por células transformadas por el virus del sarcoma de Roux y

también, en otros casos, a las proteínas que se sintetizan en situaciones en las que existe

carencia de glucosa en el medio de cultivo. Estas proteínas se caracterizaron como

moléculas de 86 KDa, la primera, que no se encuentra en experimentos posteriores, y otras

dos más -de 99 KDa y 78 KDa, respectivamente- que se observaron en situaciones de

deprivación de glucosa; y también, aunque en menor concentración, en células no

infectadas por virus y cultivadas en condiciones normales (Mc OORMICK y col.,1979); e

incluso en células expuestas a inhibidores de la glicosilación <POUYSSEGUR y col.,1 977)

y a tunicamicina (OLDEN y col.,1 979).

Cuando células no infectadas se someten a una situación de estrés, la rápida

acumulación de PSTs va acompañada por incrementos en la velocidad de síntesis más que

por cambios en la velocidad de degradación <HAIGHTOWER, 1980), habiéndose

demostrado además, 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 adición de actinomicina D a las 3,25 horas

después de una infección viral, es capaz de bloquear el incremento de estas proteínas

sintetizadas “de novo” y de su mRNA funcional (OOLLINS y HIGHTOWER, 1982). Una

simple interpretación del fenómeno es que la respuesta a este estrés experimental es
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debida a un incremento en la transcripción 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 acumulación de proteínas de

estrés, cuyo papel se supone es el de una respuesta protectora. En células neuronales,

las infecciones con proliferación viral, no son la única 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 fenómenos de transformación 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 interacción

virus-célula.

Se han descrito implicaciones relativas a reacciones de estrés en infecciones

bacterianas(KAUFMANN y col.,198fl, hasta el punto de que YOUNG y col. (1988)

estudiando la respuesta inmunitaria a bacilos de tuberculosis y lepra, encontraron que

algunos antígenos exhibían una extraña similitud de secuencia con algunas PSTs ya

conocidas, lo que les llevó a afirmar que en estos casos existían dos proteínas de estrés

que eran dianas inmunitarias frente a lepra y tuberculosis (YOUNG y col.,1988). Estas

proteínas, nominadas en función de su peso molecular, son la 71 -KDa y la 65-KDa, que son

homólogas a las proteínas 60-KDa y GroEL encontradas en Escherichia coIl (BARDWELL

y ORAIG, 1984; LINDQUIST, 1986), Sa/mono/la typhymurium y Coxiella (WODKIN y

WILLIAMS, 1988), como una de las proteínas de estrés que, además, pueden utilizarse

como antígenos principales.

El papel de estas proteínas parece relacionarse con los sistemas de protección de

tas bacterias frente al medioambiente hostil producido por los macrófagos del huésped en

presencia de los patógenos bacterianos (CHRISTMAN y col.,1 985; MORGAN y col.,1 986).

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

análogos 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 FEO (‘tactor

estresante de cobayos”) producido en los macrófagos sometidos a una estimulación por

MDP (BYARS, 1984). Sin embargo, la molécula 3’-n-propil-MDP conserva sus propiedades

inmunocoadyuvantes pero carece de toxicidad. En cuanto a protozoos parásitos, también

se encuentran proteínas de estrés por shock térmico del tipo 70-KDa en P/asmodium

(BLANCO y col.,1986), Schistosomamansoni<HEDSTROM ycol.,1987) y en la filaria Brugia

ma/ayi (SELKIRK y coLA988).

Cl Estrés osiconeurápeno y mecanismos de adaptación

.

Desde los tiempos de Darwin en 1871, se piensa que la supervivencia de las

especies entraña una ventaja evolutiva que se logra a expensas de una capacidad de

adaptación al medioambiente. Casi cincuenta años más tarde, en el concepto de

“emergencia” sugerido por CANNON (1915), se admite que una adaptación al desafío del

medioambiente puede ser el resultado de una relación entre cerebro, comportamiento y

sistema endocrino, particularmente del sistema adrenomedular. Hoy está perfectamente

admitido que para adaptarse a las demandas, tanto sociales como del medioambiente, los

seres humanos y los animales requieren una concatenación de respuestas que afectan

tanto al sistema autónomo como a interacciones neuroendocrinas y al metabolismo, para

que mediante ellas se pueda mantener una homeostasis mental y corporal.

Así, cualquier estímulo que pueda causar una desviación de valores o situaciones

pre-establecidas en lavida de un ser puede originar un cuadro de estrés, que el organismo

deberá intentar corregir en sentido opuesto para preservar la constancia del medio interno,
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lo que se consigue mediante una adaptación a expensas del SNC. En cualquier proceso

de adaptación psicológica existe una permanente y amplia interacción entre el organismo

y su medio. En los humanos, este tipo de adaptación conileva unos intentos de ajustarse

a las variables sociales. Los cambios más angustiosos demandados por el medioambiente

a los humanos no son de naturaleza física, sinoque son cambios con un profundo impacto

emocional. SELVE (1950) en su teoría del estrés, señala al córtex adrenal como el principal

organizador de las respuestas adaptativas a las diversas demandas del medio. En estas

respuestas de estrás pslconeurágeno -que implica una interacción de mensajeros

químicos- participa la activación del eje hipófiso-adrenocortical, desencadenando lo que

se ha dado en llamar “síndrome general de adaptación”. En dicho síndrome se puede

apreciar unatriada sintomatológica compuesta por hipertrofie adrenal, involución del timo

y úlcera gastrointestinal.

En todos aquellos casos en que la adaptación hace necesario un ajuste emocional

y de comportamiento, resulta esencial la participación de estructuras del sistema límbico,

incluyendo en estas funciones adaptativas: a> una integración de la información sensorial;

b) un aprendizaje; c) una planificación del comportamiento; d) unas respuestas motoras;

ye) 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 explicó anteriormente,

según 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 reacción del sistema de

vigilancia o alerta general cuando se percibe un estímulo que puede ser significativo para

la supervivencia. Dicho estímulo puede ser nocivo, amenazador o de recompensa, pero

la atención o curiosidad y viveza para la acción de responder se incrementa cada vez que

este se produce. En cada caso, los sistemas fisiológicos de acción subordinada que
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conllevan estas respuestas están activados, principalmente, a través del sistema nervioso

autónomo.

Si esquematizamossegún SMELIK <1987) los distintos acontecimientos involucrados

en una respuesta de adaptación a un estímulo que surge del medio (Fig. 3), habremos de

distinguir, en primer lugar, el efecto sobre el SRAA por lo que en terminología sajona se

ha dado en llamar “reaction arousal” y que no es otra cosa que la respuesta primaria del

estrés; ésta equivale a la reacción de alarma citada por SELVE (1 950) y es una respuesta

Medioambiente:
SI luselon eompr@m.tldt qn
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Fig. 3.-Representaciónesquemáticade los diversas acontecimientosinvolucradosen
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no condicionada, próxima a los reflejos orientativos de PAVLOV. Según esto, dichas

reacciones de alarma forman parte del comportamiento diario y no constituyen una
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reacción de emergencia sino una respuesta de reflejo adaptativo primario a señales

biológicamente significativas.

Cuando se percibe una de estas señales se hace preciso iniciar una respuesta;

para ello, el animal evaluará la situación antes de decidir el comportamiento a seguir. Dicha

evaluación tiene lugar en el sistema limbico anterior del cerebro, donde se compara la

nueva situación con experiencias previas y se cuantifica la significación del estímulo

examinando en paralelo la información previa almacenada y los nuevos datos (SOKOLOV,

1963). Entonces, el hipocampo recibe la información almacenada en el lóbulo temporal

(“recuperación de memoria”) y suministra un mapa espacial que, orientado sobre el

medioambiente actual, permite tomar decisiones o hacer predicciones acerca de la

expectativa de acontecimientos. Cuando la sensación es de seguridad o tiene un sentido

de provecho, la reacción de vigilancia o alarma se extingue y la respuesta de estrés

desaparece; por el contrario, si la expectativa es incierta o inquietante, o incluso negativa

porque un daño cierto existe, entonces la reacción de alarma se mantiene y avisaré de que

deben tomarse acciones defensivas frente al nuevo acontecimiento.

En esta planificación de la respuesta del comportamiento, el lóbulo frontal, que

también puede ser considerado como del sistéma límbico puesto que existen importantes

conexiones directas entre el córtex pre-frontal y las estructuras límbicas del cerebro medio,

es capaz de integrar y controlar todo el proceso informativo, estableciendo una asociación

entre el flujo de información sensorial y la carga emocional desde las breas del sistema

límbico. Una vez juzgada la situación real, se toma una decisión sobre el comportamiento

a seguir para eliminar el peligro o daño inminente. En esta disyuntiva de realizar o evitar

un enfrentamiento, la amígdala 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 <“sensación de desamparo’j. En tal caso, según GRAY (1982), se
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produce una inhibición del comportamiento o congelamiento (“freezing” para los sajones)

en la que como decisión preferente se adopta la de no hacer nada. Esta estrategia

obedece a una actMdad del sistema septo-hipocámpico y se caracteriza por el

mantenimiento de un alto nivel en la actividad del sistema de alarma o vigilancia, con una

marcada sensación de alerta y anticipación de la ansiedad. Con ello, todos los

mecanismos de defensa permanecen en situación de alarma, el estado emocional es tenso

y ansioso, prevaleciendo la sensación de desamparo. En la actualidad esta situación es

considerada como la de máximo estrás en un individuo. Según LEVINE y cola. (1978), es

posible salir de esta grave situación mediante un comportamiento de adecuada serenidad

que facilite la desaparición de la ansiedad; con ello se extinguirá la reacción de alarma y

se atenuará el estado de activación neuroendocrina. Este comportamiento significaría que

se ha producido una adaptación adecuada mediante un comportamiento competitivo.

Eventualmente, esta capacidad de competición reduce las consecuencias patológicas de

las situaciones de estrés; por el contrario, actitudes de conflicto, desamparo y frustración

agravan profundamente los síntomas del estrés.

Ante esta problemática, resumida en la Hg. 3, parece claro que el sistema límbico

es esencial para controlar la adaptación al medioambiente, no sólo en cuanto a la

participación de las estructuras cerebrales afectadas por los mecanismos específicos de

la adaptación sino también en el sentido de que las respuestas emocional y de

comportamiento son fundamentales para conseguir el éxito en la adaptación al

medicambiente.

En cuanto al ajuste neuroendocrino que permite completar esta adaptación al

medioambiente, iniciada mediante la plasticidad del sistema neural, se realiza a través de

una red de señales que ponen en marcha una serie de cambios químicos y morfológicos

en determinadas poblaciones de neuronas y células gliales (Fig. 2) en las que se plasma

la respuesta adaptativa del cerebro. El sistema endocrino está estrechamente regulado por
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el cerebro, a través del hipotálamo y la hipófisis; debido a esto, la interacción recíproca

entre hormonas y cerebro proporciona una ruta por la que pensamiento y emociones

pueden influir en la secrección hormonal. Es decir, que los sistemas nervioso y endocrino,

a través de sus complejas interrelaciones, consiguen queel comportamiento, conocimiento

y afecto puedan influir en la estructura y función del cerebro.

Los ejemplos más significativos de la interacción neuro endocrina son concernientes

con aquellos acontecimientos de la vida animal asociados con el ciclo actividad-sueño y

con la acomodación del comportamiento a experiencias vitales de tensión. El eje cerebro-

hipofisis-suprarrenales juega un importante papel coordinador de la actividad diaria en

acontecimientos relacionados con el ritmo vigilia-sueño, y en aquellos que median en la

capacidad del animal para soportar las situaciones de estrés.

Mc EVEN y BRINTON <1987), al revisarlos fenómenos de activación, adaptación y

atrofia dependientes de la acción de esteroides adrenales en el cerebro, resaltan la

existencia de procesos fundamentales en el eje hipófiso-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 patrón de comportamiento

permanece asociado con diferentes efectos de la secrección adrenal sobre el cerebro y da

lugar a resultantes de activación o de adaptación. Durante el ritmo diurno de secrección

adrenocortical, los glucocorticoides ejercen efectos activadores que se sincronizan en el

cerebro para mejorar algunos aspectos específicos de la función cerebral. De este modo,

el ritmo glucocorticoide sincroniza los patrones de secrección del ORF y AOTH que, a su

vez, controlan la producción de esteroides adrenales <OHEIFETZ 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 típico ejemplo la especie humana), los glucocorticoides aumentan antes de

despertarse el 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.1 986), los cuales aparecen asociados al comienzo del periodo activo. La anticipación

de alimentos actúa como un estimulo poderoso en la rata, puesto que al modificar el

momento de alimentación se puede desplazar el máximo de secrección de corticosterona

<HONMA y col.1 964; KRIEGER, 1974). Por el contrario, si se practica una adrenalectomía,

con la consiguiente variación diurna en el nivel de glucocorticoides, se producen

incrementos de eficacia sináptica en el hipotálamo durante las horas de vigilia <BARNES

y col.1977; DANA y MARTíNEZ, 1984>, desplazándose este máximo de actividad en unas

12 horas y apareciendo el óptimo de la función sináptica durante el periodo del sueño

<DANA y MARTíNEZ, 1984), incluso aunque, en estas ratas adrenalectomizadas (ADX), las

variaciones diurnas de sueño y actividad sean mantenidas en una interrelación de fase

normal (MIOCO y col.1980). Si en estas condiciones de experimentación se implanta un

pellet subcutáneo de cortisona que mantenga el nivel hormonal en las ratas ADX, se origina

el fenómeno de “sueño paradójico”, en el que no se interrumpe el patrón diurno de sueño

y actividad, sino que se aumenta la actividad al final del periodo de vigilia aunque también

aumente el sueño al comienzo del periodo de descanso <MICCO y col.1980).

Cuando en pleno ritmo diurno se superpone unasituación de estrés que induce una

actividad hipófiso-adrenal, se pone en movimiento un periodo adicional de adaptación: en

primer lugar, las secrecciones adrenocorticales retroactúan sobre el cerebro y la hipófisis

para terminar esta actividad hipófiso-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 más tarde, como pueden ser una

depresión de la actividad locomotora y una disminución en la ingesta alimentaria. Si esta

situación de estrés se prolonga o repite, la actitud depresiva puede retornar a una situación

normal si se produce una adaptación (KENNE1T y col.1985). En estos procesos de

adaptación 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 modificación de

respuesta. En el primer caso, vemos que la respuesta del SNC a serotonina aumenta en

los casos de estrés repetido <KENNETT y col. 1985) y este efecto es contrarrestado, al

menos parcialmente, por el aumento de glucocorticoides que se produce durante el estrás

(DICKINSON y col.1985). En el segundo caso, la adaptación se produce a expensas de

una disminución de la sensibilidad noradrenérgica (SIONE, 1983), lo que puede modificar

también la acumulación de AMP cíclico (ROBERIS y coL1984).

Cuando una situación de estrás es muy prolongada, llega a producirse una atrofia

neuronal, como en los casos de envejecimiento. Esta situación representa un nuevo

aspecto de la acción de los glucocorticoides, que es completamente distinta a las de

activación y adaptación. Dicha atrofia representa un incremento de la pérdida neuronal

producido por excitotóxinas <SAPOLSKY, 1985; 1986) y por un cuadro de hipoxia, que es

capaz de elevar el nivel de aminoácidos excitadores (SAPOLSKY y PULSINELLI, 1985).

Estos efectos nocivos pueden ser contrarrestados por infusiones de sustancias

productoras de energía que sean fácilmente metabolizables (SAPOLSKY, 1 986a).

De acuerdo con lo revisado por Mc EWEN y BRINTON (1987) en relación con el

estrés, es evidente que el efecto de los glucocorticoides tiene relación con una respuesta

de adaptación prolongada en la que interviene el hipocampo y otras regiones del cerebro.

Según el tipo de adaptación a las circunstancias que producen el estrés, pueden existir

diferencias individuales que conduzcan a situaciones que pueden llegar a ser beneficiosas

o bien psicopatológicas; aunque todavia no se conoce exáctamente cómo resulta

involucrado el mecanismo de hipersecrección adrenal con ciertas patologías como la

depresión endógena, el síndrome de Cushing, o la enfermedad de Alzheimer en la que

existe destrucción de neuronas.

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

según que el organismo sea o no capaz de corregir la desviación 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 información a través de

la liberación de noradrenalina, serotonina o dopamina (Tabla 1). También existen neuronas

cuyos mensajes son cursados mediante liberación de neuropéptidos y péptidos opioides,

pero sus mecanismos y manipulaci6n farmacológica resultan menos conocidos.

La participación del sistema noradrenérciico aparece involucrada en una reacción

de alarma que, en palabras de GRAY (1982), se traducen por “mantén atención, ésto

puede ser importante y necesita un cuidadoso control’. De este aviso se encargan grupos

celulares situados en el locus ceruleus, en el tegumento dorsal, proyectándose hacia las

partes principales del sistema límbico y el córtex. Se ha sugerido que situaciones en las

que se tiene asumida la condición de impotencia o desamparo conducen a un déficit de

activación motora como resultado de una depleción de los depósitos de noradrenalina

(GLAZER y WEISS, 1975). Otras rutas noradrenérgicas importantes son: a) la que

conduce hacia el hipotálamo, mediadora de agresividad y de los comportamientos relativos

a sensaciones de hambre/sed: y b) la que afecta a la regulación autonómica.

El sistema serotonéraico. está involucrado principalmente en el control de las

reacciones emocionales frente a experiencias desagradables (dolor y estímulos adversos),

e interviene en los ritmos circadianos y sueño. La respuesta se origina en el núcleo del

rafe y se proyecta en forma difusa hacia estructuras más elevadas con el fin de informar

al sistema limbico y mediatizar específicamente al sistema de inhición del comportamiento

que se relaciona con el septo-hipocampo. Así es posible contrarrestar experiencias

emocionales negativas, provocando una relajación o incluso satisfacción e inercia. Según

SMELIK (1987), da la impresión de que, en cierto sentido, este sistema es la contrapartida

central del parasimpático 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 el funcionamiento inadecuado de dicho sistema serotonérgico.
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La intervención del sistema dopaminéraico en los fenómenos de adaptación, resulta

algo más compleja, puesto que se puede considerar dividido en varios subsistemas. Entre

ellos, las neuronas mesolímbicas y mesocorticales son las que más participan en los

procesos de adaptación; las primeras, en los procesos de estimulo compensatorio o

gratificante y también en todos aquellos comportamientos motivados hacia algo positivo

<IVERSEN, 1977; WILLNER, 1963); en tanto que, las segundas son cruciales para enjuiciar

y planificar dicho comportamiento (GLOWINSKI, 1977). Este sistema facilita la iniciación de

actividades dirigidas al éxito, mientras que su inhibición conduce a la indifierencia

emocional y falta de iniciativa También se ha visto que la proyección dopaminérgica hacia

el córtex pre-frontal conlíeva una atención de enfoque preferente (SMELIK 1987), de tal

modo que si se producen novedades importantes, éstas se conducirán como de tipo

estimulante hacia esa zona sin producirse diversificación alguna hacia otras áreas

estimulables. Esta persistente hiperactividad sobre el sistema, puede conducir a una

preocupación compulsiva hacia ciertos objetos e ideas y ello puede originar los cuadros

de psicosis.

En todos estos comportamientos de adaptación psíquica al medio ambiente puede

haber también una intervención del sistema ooioide modulando las respuestas, aunque

como se ha indicado anteriormente su funcionamiento es menos conocido, y de aquí que

sea más difícil la manipulación farmacológica 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 liberación de transmisores monoaminérgicos. Parece que su

acción fisiológica, que es de gran amplitud, tiene que ver con la restauración del equilibrio

entre sentimientos de felicidad y desgracia, guiando el comportamiento animal hacia los

estímulos gratificantes y evitando los adversos. Sin este sistema de castigo/recompensa,

el animal no evitaría daños o lesiones y no perseguiría comer o aparearse. Quizá resida

aquí el hecho de que la manipulación en un sistema tan importante para el organismo sea
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susceptible de alcanzar la farmacodependencia. Varios de estos sistemas intervienen a

nivel del hipotálamo, que puede ser considerado como una parte del sistema límbico,

aunque relacionado con la periferia, puesto que recibe y coordinatoda aquella información

que permite regular funciones corporales tales como funciones motoras, actividades

metabólicasy vegetativas, homeostasis orgánica, secrecciones hormonales y tono visceral.

De los distintos oploides que intervienen en los numerosos parámetros fisiológicos

del organismo animal, son las dinorfinas las que parecen más particularmente implicadas

en situaciones traumáticas, sobre todo en respuestas a cuadros de shock o estrás

(HOLADAY y LOH, 1979). En casos de estrás por agresión en las extremidades se

producen aumentos de dinorfina en el hipotálamo y disminuciones en la hipófisis anterior

y también en algunas partes de la médula espinal <MILLAN y col.1981); también se ha

comprobado en ratas, una liberación de dinorfina mediante estimulación bilateral de los

nervios ciáticos o por lesion de las almohadillas plantares <YAKSH y col. 1983). Existe

evidencia de que la dinorfina interviene de alguna manera en la respuesta inflamatoria,

puesto que es capaz de producir una liberación dosis-dependiente de histamina a partir

de mastocitos (SYDBOM y TERENIUS, 1985) e inducir una extravasación del plasma

(CHAHL y CHAHL, 1986) aunque estos dos efectos no son bloqueados por naloxona: ello

hace pensar que se producen a traves de receptores no op¡oides.

Pese a todo lo anteriormente dicho, existe evidencia de que el patrónde respuestas

neuroendocrinas frente a situaciones de estrás no siempre es el mismo, sino que depende

del status social y emocional de cada individuo, lo que propicia un diferente grado de

afectación del subsistema correspondiente en función del grado de ansiedad y

vulnerabilidad de cada uno. En el esquema de la Fig. 4, de acuerdo con los datos

facilitados por distintos autores incluidos en la revisión de BOHUS y col. (1987), hemos

intentadoestablecer una comparación sistemática de las variaciones entre comportamiento

y respuesta neuroendocrina en situaciones de estrés dependiendo de la personalidad del
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individuo. Como puede verse, según que el animal tenga un carácter activo o pasivo las

respuestas serán completamente distintas así como la resultante frente a un estado de

ansiedad, apareciendo dominados por el sistema simpático los animales activos mientras

que en los pasivos es el parasimpático el que prevalece.

Fig. 4.-Influenciadela personalidadindividualenlasvariacionesentreel comportamiento
y respuestafrentea situacionesde estrés.

Está demostrado que las agresiones sociales y psicológicas resultan ser los

estímulos más adversos para originar situaciones de estrés y activar los sistemas

hormonales <MASSON, 1968), estimulando la liberación de neuropéptidos y otros

mensajeros hormonales capaces de modular el comportamiento (De WIED, 1969); a ello

se debe posiblemente la plasticidad del proceso adaptativo.
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El concepto de estrés psiconeurógeno nos lleva a resaltar la importancia de

distintos factores que interactúan entre si; éstos son la personalidad, situación

medioambiental, tipo de estímulo, etc.; su resultante es la que va a inducir perturbaciones

funcionales en el individuo, llegando a producirpatologías clínicas perfectamente definidas.

Son varios los grupos de investigadores que han observado aiteraciones del

comportamiento que conducen a una patología cardiovascular, o a la aparición de úlceras

gastrointestinales, inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, crecimiento de tumores,

etc. (BASSETT y CAIRNCROSS, 1976; WEISS, 1968; ANISMAN y col.1979; SKALAR y

ANISMAN, 1979).

Según el modelo propuesto por BOHUS y col. <1987) para la aparición de una

enfermedad psicosomática, se distinguen cinco elementos o fases desde el punto de vista

neuroendocrino: a) el cerebro, en permanente vigilancia, activa o inhibe sistemas

fisiológicos y neuroendocrinos que provocan respuestas de comportamiento inespecificas;

b) se produce la liberación de las hormonas del estrés que activan sus receptores, tanto

en la periferia como en el cerebro; c) gracias a estos cambios, el cerebro pasa de su

estado inicial a una situación de “cerebro integrado” frente al nuevo estímulo (adoptando

una actitud que depende tanto de factores genéticos como de las experiencias adquiridas);

d) concluye el proceso informativo, que condiciona la aparición de una respuesta

neuroendocrina integrada en un comportamiento más específico; y e) como resultante

final, puede implantarse un estado de bienestar o un desequilibrio que desencadene una

enfermedad psicosomática.

De aquí que BOHUS y col. (1987), en su revisión del concepto de estrés desde un

punto de vista de fisiología del comportamiento, dentro de las interacciones

neuroendocrinas, atribuya un importante papel a los neuropéptidos y consideren al cuadro

de estrés como una respuesta biológica general frente a las demandas corporales y

mediambientales, lo que conlíeva 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 interacción de muy diversos factores situados a dos niveles. En

uno de ellos se distingue: i) el control o predicción de la situación medioambiental del

afectado; u) las características individuales en su estrategia de competición; iii) las

propiedades del agente estresante en cuanto a frecuencia y duración; iv) si la respuesta

propiamente dicha condicionada por esta nueva situación es de carácter específico o

¡nespecífico; y y) el estado normal o patológico de los sistemas fisiológicos del propio

organismo afectado. Pertenecen al otro nivel: i) el sistema nervioso central, cerebro y

sistema nervioso autónomo; iO sistemas de órganos periféricos; y iii) sistema

neuroendocrino.

En relación con los mecanismos moleculares de integración neuroendocrina, pese

a que en los últimos años se ha avanzado mucho en el conocimiento de la transmisión

sináptica (BARCHAS y col.1978; KRIEGER, 1983), todavfa existen incógnitas sobre la

relación 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 hipófisis, con capacidad para liberar más 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

hipófisis controla el sistema como un conjunto y está sometida a una regulación

muitifactorial en la que es importante conocer: ¿cómo estas células de la hipófisis son

capaces de integrar toda esta complejidad de mensajes? y ¿cómo las estructuras

hipotalámicas llegan a coordinar la emisión de señales múltiples dirigidas a la hipófisis?

Comoresumen de los mecanismos de integración de mensajes complejos, diremos

que, en su mayor parte, las señales que llegan a la hipófisis son mediatizadas por

receptores acoplados a adenilatociclasa ofosfolipasas, dando lugar a diferentes modos de

transducción de señales < Fig. 5), aunque exista un modo universal de acoplamiento
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Fig. 5.-Esquemadeunaposibleregulaciónmultifactorialenla queseresumela integración
de mensajescomplejosquellegandesdeel hipotálamoalahipófisis,y quepuedendar
lugar a diversosmodosde trasducciónde señales.

biológico 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 recepción de

las señales elementales sino del particular reagrupamiento de células selectivas que

modifica el acoplamiento de sus propias cadenas metabólicas. Así, las prostaglandinas

producidas por activación de la fosfolipasa C pueden, a su vez, activar la adenilatociclasa

(ROBERTSON, 1986) y de este modo amplificar un mensaje inicial de una hormona

fosfolípido-dependiente. En el sentido inverso, los nucleátidos cíclicos AMPo o OMPo

también pueden actuar, por un proceso de retroalimentación, sobre la fosfolipasa O y
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detener su actividad bloqueando la movilización del calcio y terminar un mensaje iniciado

mediante el acoplamiento de ciclasas (WATSON y col. 1984).

La emisión de las señales multifactoriales 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 pulsátiles

de distintas neurohormonas. Los circuitos hipotalámicos desarrollan estímulos neuronales

que liberan opioides-dopamina u opioides-somatostatina, según los casos, para el control

de las neurohormonas en el mantenimiento de la homeostasis. La Fig. 5 da una idea de

la complejidad del sistema, en cuanto a la participación de neuropéptidos y transmisores

involucrados en los sistemas de transmisión de señales desde el hipotálamo a la hipófisis,

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

hipotalámico a la hipófisis no depende de una señal simple, sino mas bien de

combinaciones de señales que transportan diversos mensajes de acuerdo con la ruta o

clave empleada. De esta forma, según puede deducirse por la figura, el papel

representado por cada conjunto de señales refleja una situación anímica y cualquier

alteración en la clave puede provocar un desequilibrio que conduce a una situación de

estrés. Esta alteración de la homeostasis puede producirse, bien a nivel de las señales que

transportan el mensaje biológico, o bien modificando las que están involucradas en la

dirección o destino del mensaje.

Con lo hasta aquí resumido, y teniendo en cuenta los elementos que intervienen en

la relación individuo-medioambiente, cabe distinguir dos componentes en las situaciones

de ansiedad: i) un componente Inespecifico de la respuesta de estrés, que tiene su origen

en la activación o inhibición del comportamiento y de los sistemas fisiológico y endocrino;

y u) el componente especifico de la misma, que se alcanza después de interactuar la

situación rnedioambiental según posibilidades de control y predicción, la estrategia de
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competición <individuos pasivos o activos), las propiedades del agente estresante y el

sistemaorgánico (cardiovascular, metabólico,etc.). Todos estos factores juntos determinan

la magnitud, el patrón temporal y el indice de respuesta en cada situación determinada, en

la que también tienen gran significación las características personales del individuo en

relación con el medio y el momento de intervención del agente estresante, así como la ruta

por la que se organizó el patrón de respuesta específica.

De este modo, según la situación estado neuroendocrino del cerebro, se puede

llegar a un estado de salud o enfermedad dependiendo del equilibrio de la mente y el

cuerpo.

L&- EFECTOS DEL E~RES SOBRE LA INTERACCION NEUROINMUNE.

Estudios neuroanatómicos, neuroquimicos y neuro-endocrinológicos revelan la

existencia de relaciones funcionales entre los sistemas nervioso central y autónomo, y el

sistema inmune. Desde el punto de vista anatómIco hace tiempo que se descubriera la

organización en la que permanecen asociados órganosnerviosos e inmunes que propician

los fenómenos de inervación propia de la médula ósea <KUNTZ y RICHINS, 1945), timo

(HAMMAR, 1935), bazo <LIVETT y col., 1968) y nódulos lifáticos <GIRON y col., 1980). De

tal modo es ésto, que lesiones neurológicas en dichos organos pueden facilitar el que a

su vez se originen alteraciones inmunitarias a partir del hipotálamo <CRQSS y col., 1980)

u otras áreas cerebrales, ya sea en relación con el diencéfalo <HALL y col., 1978) o con el

neocórtex (RENOUX y col., 1980; 1982). Asimismo, es posible encontrar fibras del sistema

simpático que penetran hasta la misma pulpa blanca del bazo donde se localizan los

linfocitos capaces de reconocer y reaccionar frente a un antígeno (REILLY y col., 1976).
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Desde el punto de vista neurobloqulmíco, también en las células responsables de

la respuesta inmune -los linfocitos-, junto con otros receptores que influyen en la

inmunomodulación <HADDEN, 1983), se han encontrado receptores para agentes

dopaminérgicos (LE FUR y col., 1980), para acetil-colina <RAIMOND y col., 1984) e incluso

para endorfinas, que son moduladoras de respuestas neuroinmunes <BESEDOVSKY y col.

1983). Estos receptores opioides, encontrados en células inmunocompetentes, y de cuya

revisión se ocupan SIBINGA y GOLDSTEIN (1988), no están todavía plenamente

caracterizados, y su significación en determinadas respuestas inmunitarias se considera

en función de que puedan ser o no bloqueados, o revertidos, por la presencia de

naloxona.

La integración a nIvel funcional endocrinoláglco de los sistemas nervioso e inmune

empezó a sospecharse desde que las modificaciones en la actividad eléctrica de neuronas

locaUzadas en la zona basal media del hipotálamo eran capaces de producir cambios a

nivel de la neurotransmisión, y estos iban acompañados de variaciones en una respuesta

inmunitaria <BESEDOVSKY y col. 1977:1977a;1979). Otros indicios funcionales de las

interrelacionesinmuno-neuroendocrinaspuedenencontrarseenlasdistintasmodificaciones

de la actividad de hormonas peptídicas que pueden ser transferidas a células a través de

un mensajero secundario (LAWRENCE y col.,1978; BLALOCK y BARON,

1977;BLALOCK,1964). También, diversas moléculas de interferón que llegan a producir

efectos semejantes a la noradrenalina en células de miocardio (BLALOCK y STANTON,

1980), pueden aumentar la incorporación de yodo a células tiroideas, producir fenómenos

corticotrópicos en células adrenales (BLALOCK y SMITH, 1981; JOHNSON y col., 1984;

OPPENHEIM y GERY, 1982) o incluso presentar una actividad opiácea en linfocitosanáloga

a la de las endorlinas (BLALOCK y SMITH, 1981). Pese a estos resuitados, que implican

una similitud de efectos entre hormonas e interferones, los estudios sobre relación

estructura-actividad son controvertidos, ya que si para BLALOCK y SMITH (1960) existe
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una relación biológico-estructural entre el interferón leucocitario y la hormona

adrenocorticotropa, para EPSTEIN y col. <1982) aparece una total ausencia de homología

estructural y funcional entre los interferones y las moléculas de ACTH y 13-endorfinas

humanas, lo que dificulta la interpretación de los hechos desde un concepto unitario de la

actividad biológica.

Existen abundantes datos que apoyan una eficaz comunicación neuroinmunitaria,

lo que no es extraño puesto que ambos sistemas -nervioso e inmune- poseen

importantes características comunes como son la comunicación a distancia mediante el

empleo de mensajeros químicos y la capacidad de memorizar situaciones previamente

aprendidas. De aquí que BLALOCK (1984) llegue a considerar al sistema inmune como un

órgano sensorial en el que existe una comunidad funcional entre linfoquinas y péptidos

neuroendocrinos, mientras que INGLOT <1983) establece un cocepto hormonal del

interferón y DAFNY y col. (1985) suponen que las distintas moléculas de interferones

pueden servir como ‘elementos de comunicación’ entre ambos sistemas, nervioso e

inmune. Todo ello hace preguntarse a BALUEUX y HEIJNEN (1987) si entre cerebro y

sistema inmune se originan monólogos o se establece un genuino diálogo,

1.3.1- ModIficación de respuestas Inmunltarla en estados ds ansIedad.

Ya hemos visto que pese a la autosuficiencia del sistema inmune para realizar su

propio programa de reconocimiento de lo ajeno al huésped y de la defensa de su

organismo, está obligado a participar de las actividades de regulación de otros sistemas

(nervioso y endocrino), con los que aparece integrado, manteniendo un perfecto equilibrio

homeostático en su funcionamiento. Cualquier situación patológica, ya sea por una

infección viral (BLALOCK y SMITH, 1985) o, por ejemplo, cuadros clínicos de linfoma

(MILLER y col., 1983), pueden producir liberación de endorfinas y adrenocorticotropinas.
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De todas aquellas alteraciones de la homeostasis neuroinmune, las relacionadas

con mecanismos de excitación emocional son las que más han despertado nuestro interés.

En la bibliografía recogida se encuentran datos relativos a situaciones de estrés y

alteraciones afectivas, o por exceso de ejercicio físico, en las que se producen

modificaciones en el nivel de encefalinas-endorfinas <PLOTNIKOEF y MURGO, 1985;

EDWARS y col.,1 984) que dan lugar a inhibiciones tantode las respuestas linfoproliferativas

<BARTROP y col.,1977; SCHLEIFER y col., 1983) como de la actividad citotóxica natural

(SHAVIT y col. 1984).

Este efecto inmunomodulador de los estados depresivos a través de la función

neuroendocrina fué estudiado por STEIN y col. <1985). Parece producirse a nivel de

receptores dopaminérgicos por su implicación 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 relación neuro-inmune a nivel dopaminérgico, puesto que distintos

compuestos neurolépticos son capaces de producir inmunosupresión de respuestas

blastogénicas mitógeno-inducidas (PORTOLES y col.,1983).

Para comprender mejor los posibles mediadores entre la actividad neuronal y la

función inmunitaria, de acuerdo con lo señalado por BRAINARD y col.<1 987), CROISETy

col.(1987) y MOULIAS <1987) para distintos estímulos medioambientales, quizá sea

oportuno establecer un esquema resumiendo el nivel de interacción de los distintos

factores emocionales que podrían clasificarse como: ¡rnt~~t ciánIcos y aciudos (Fig. 6).

De aquí que la salud mental y el desequilibrio psíquico puedan ser considerados estados

influidos por el medio ambiente y la capacidad de adaptación del organismo, tal como

señalábamos en apartados anteriores.

Contempladas desde la vertiente inmunológica, estas situaciones de estrés y

enfermedad psiquiátrica, se observa que frecuentemente aparecen cuadros de

inmunosupresión a un nivel más o menos especifico y de una intensidad variable, que
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pueden conducir a patologías perfectamente definidas de hipersensibilización,

inmunodeficiencia, autoinmunidad o carcinogénesis, entre otras. Pero también -dada la

interacción bidireccional existente entre los sistemas nervioso e inmune-hay casos en que

unasituación de ansiedad va acompañada de unaestimulación de la respuesta inmunitaria.

Así, aunque parece generalmente admitido que esta inmunosupresión es debida a

una elevación de glucocorticoides, también pueden encontrarse ejemplos en los que a un

aumento de esteroides adrenocorticales corresponde una potenciación de la respuesta

inmune (PARILLO y FAUCI, 1979: COHEN y CRNIC, 1982; MUNCH y col.,1984). Además,

un agente estresante puede aumentar o disminuir diferentes respuestas inmunitarias y tan

sólo alguno de estos efectos puede estar mediado por la respuesta adrenal.

Todo esto es lógico 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 <DISTELHORSTy BENUTTO, 1981). Por otra parte, también se

pueden encontrar efectos diferentes sobre la respuesta inmune> cuando tiene lugar una

administración de glucocorticoides exógenos (ROJO y col. 1984), dependiendo de: a) las

características de la molécula para un huésped determinado; b) la dosis y el momento de

administración del esteoride, que influirán en la magnitud y dirección de los efectos

inmunofarmacológicos; y c) el parámetro inmunitario que se controla en cada órgano

particular. Así se ha observado que la dexametasona puede producir en la formación de

células sintetizadoras de anticuerpos, unos efectos supresores o estimulantes dosis-

dependientes, según que se trate del bazo o de la médula osea <BENNER y VAN

QUDENAREN, 1979); y también, que aunque es posible disminuir el rechazo a los

transplantes de piel en ratones mediante la administración 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 moléculas esteroides, naturales y sintéticas, con sus efectos modificadores de la

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

Gónadas
testiculo ovario

ANDROGENOS VSTROGENOS

—4 INMUNOESTIMULAcION

n,—’~. INMUNOSuPRESiON

~ta ría

ACTH
PRL H

a 1 ea

Hg. 7.-Representaciónesquemáticade las interaccionesde las principaleshormonascon
capacidadparamodularla respuestainmune.

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 (PAL) -segregadas por la hipófisis- son capaces de estimular los

tejidos linfoides primarios y secundarios produciendo aumentos en la respuesta inmunitaria,

mientras que las hormonas sexuales masculinas (andrógenos) y femeninas (estrógenos)

-así como también la prolactina y con toda probabilidad las hormonas placentarias <PL)-,

participan como inmunomoduladores al contribuir a la regulación de los fenómenos

Tejidos linfoides
primarios

bolsa de médula
Fabricio ósea

GLUcOcOR
TIcoiDEs

Tejidos linfoides
secundarios

bazo nódulos
linfáticos

linfocitos
1circulantes
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inmunes durante la reproducción. Por el contrario el eje ACTH-adrenal constituye la rama

supresora de este sistema de regulación produciendo efectos inhibidores sobre todos los

órganos linfocitarios y sobre los linfocitos circulantes. BERCZI y NACY <1986), al revisar

el control hipofisario del tejido hemolinfopoyético y la función inmune, sugieren que los

glucocorticoides son esenciales para el mantenimiento del control inhibidor del sistema

inmune, evitando activaciones linfocitarias inadvertidas que pudieran conducir a la

autodestrucción celular por clones autoinmunes. Este efecto fisiológico de las moléculas

glucocorticoides alcanza a la recirculación 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 algunos 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 regulación inmune que parte de la

glándula hipofisaria (Fig.7), puede haber participación de 13-endorfinas y adrenalina con un

papel moderador o inmunosupresor. Es preciso señalar que las secrecciones de ACTH y

de 13-endorfina estan reguladas en la hipófisis por una ruta común, mientras que la síntesis

de adrenalina está controlada por mecanismos neurales y glucocorticoides <NAKANISHI

y col.,1979; RISCH y col., 1983; AXELROD y REISINE, 1984).

Este cuadro de regulación del sistema inmune puede verse afectado por la

aparición de señales neurofisiológicas, por medio de las cuales el SNC puede, a su vez,

modular la función inmune. El fenómeno se comprueba tanto por la administración de

hormonas y neuropéptidos a animales, para despues controlar las variaciones de su

respuesta inmunitaria, como por la aplicación de distintos modelos de comportamiento
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animal <condicionamiento y aprendizaje en situaciones diversas) en las que se supone

están implicados diversos neuropéptidos como mediadores de las señales especificas.

Así se ha comprobado que el péptido intestinal vasoactivo (VIP) es capaz de

modular el acceso de linfocitos a los nódulos linfáticos 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 liberación de

histamina y 13-endorfina en mastocitos peritoneales (STANISZ y col., 1986). Son interesantes

algunos experimentos de aprendizaje asociado con reflejos condicionados que pueden

afectar a la frecuencia de precursores de células citotóxicas para el rechazo de injertos

<GORCZYNSKJ y col.,1982).

Se ha dicho que los efectos inmunológicos del estrés, coincidiendo con la liberación

de adrenocorticotropina (ACTH> y de glucocorticoides, puede originar efectos

inmunosupresores, que van acompañados por la involución del timo, bazo y nódulos

linfáticos, junto con una apreciable leucopenia <PLOTNIKQFF y col.,1986). Estos

fenómenos, que según los autores citados, no se aprecian en animales

adrenalectomizados; lo que parece señalar a los esteroides adrenales como primer factor

en producir el efecto inmunodepresor.

Existen muy variados métodos de producirestrás, y no sólo los factores de carácter

psicosocial son capaces de influir en la inmunocompetencia, sino que también la infección

por microorganismos o incluso la agresión con antígenos no autorreplicativos son capaces

de provocar situaciones de estrás que van acompañadas de una elevación plasmática de

los niveles de glucocorticoides (WEXLER y col.,1 957; MELBY y col.,1 960; BESEDOWSKY

y col.,1979). También es posible crear situaciones de estrés quirúrgico por amputación de

un miembro, en las que se observa una supresión de la actividad citotóxica natural durante

un periodo superior al de la anestesia (POLLOCK y col.,1987) Todo ello nos conduce al

concepto psicosomático de enfermedad, en el que la personalidad del individuo y sus
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características psicológicas pueden jugar un papel causal en la etiología de la enfermedad

por la correlación autonómica y hormonal.

Existen varios ejemplos de esta sumisión de enfermedades inmunes a influencias

nerviosas, encontrándose una significativa depresión 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.,1 979),

con tumores cerebrales <BROOKS y col.,1972) y con lesiones en diferentes areas del

hipotálamo (KELLER y coliSEO; ROSZMAN y col.,1982).

Según datos experimentales de RENOUX y su escuela, muchos de ellos incluidos

en la revisión del tema efectuada por uno de sus colaboradores (NEVEU, 1968), queda

suficientemente demostrado que la influencia moduladora del cerebro sobre las funciones

del sistema inmune está sometida a una lateralización hemisférica a nivel del neocórtex

cerebral. Así se ha descrito una asociación 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 está

comprobado que preferentemente utilizan tan sólo unade las extremidades anteriores, se

ha tenido evidencia de que el grado de proliferación linfocitaria depende también del

comportamiento (NEVEU,1988). En los experimentos de RENOUX y col. <1983) se

realizaron lesiones importantes en el neocórtex, afectando a distintas áreas; se comprobó

que lesiones en la zona frontoparietal izquierda conducían a una inmunodepresión de

distintas funciones de los linfocitos T, mientras que lesiones del córtex derecho iban

acompañadas por un aumento de las mismas funciones en estas células T.

Asíparece que en todas estas interrelaciones entre los sistemas nervioso e inmune

-dos complejisimos sistemas homeostáticos- en los que hormonas del eje hipotálamo-

hipofisario actuan a través de receptores de linfocitos, la modulación podría estar

IntroducciÓn. 42



controlada de una forma lateralizada de acuerdo al funcionamiento de las estructuras del

neocórtex y según sus conexiones derecha e izquierda, propiciada por una asimetría en

la distribución de neurotransmisores que condicione la lateralización de esta regulación

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 <DIMONO y BLIZARD, 1987;

HARNARD y col.,1977) mientras que el derecho es más importante en la expresión del

afecto <GALIN, 1974; GAINOITI, 1972) de acuerdo con la heterogénea distribución

hemisférica de los neurotransmisores <PALKOVITS y col.,1 979; PALKOVITS y

BROWNSTEIN, 1985).
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1.3.2. SIstemas monoamínérglcos, estés y respuesta Inmune

LO, ENTES
ESTRE5 ANTES

Fig. 8.-Representaciónesquemáticade la comunicaciónbidireccionalentrelos sistemas
nerviosoe inmuneen unasituacióndeestrés.

Todavía no se conoce cuál es el verdadero mecanismo, ni la molécula exacta que

indica al SNC que se ha producido una alteración inmunitaria. En nuestra opinión,

admitiendo 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. Así, situaciones de estrés biológico, creadas por una

reacción frente a un agresor infeccioso pueden ir acompañadas, no sólo por aumentos de

glucocorticoides (WEXLER y col.,1 957; MELBY y col., 1960), sino también por incrementos

en el recambio de catecolaminas en el cerebro y en la periferia (BESEDOWSKY y col.,1 979;

DUNN y col.,1987). De igual modo, a los pocos dias de iniciar una inmunización, es
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posible comprobar una disminución en el contenido de norepinefrina existente en el bazo,

a la vez que aumenta el número de células sintetizadoras de anticuerpos específicos

(BESEDOWSKY y col.,1979. Esta situación está de acuerdo con el hecho de que los

niveles de respuesta por anticuerpos específicos aumentan por efecto de agentes a-

adrenérgicos (SANDERS y MUSON, 1985) o se reducen cuando se produce una

simpatectomia farmacológica (LIVINAT y coliSaS). Con todo ello se demuestra una

comunicación bidireccional entre los sistemas nervioso e inmune, así como su participación

conjunta en situaciones de estrés (Fig. 8 y Tabla II).

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 liberación

directa de glucocorticoides a partir de la corteza adrenal <SMITH y coL,1982). Dichas

moléculas actúan, probablemente, como factores paracrinos o autocrinos sobre

acontecimientos mediatizados por linfocitos y macrófagos <DANTZER y KELLEY, 1989),

como lo prueba el hecho de que una hormona estimuladora de melanocitos y derivada de

la pro-opiomelanocortina <a-MSH), sea capaz de actuar como antagonista frente a la IL-1

liberada por los macrófagos (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 la inyección

sistémica de IL-1 aumenta la excrección del factor liberador de corticotropina, dado que

ésta y otras citoquinas son grandes moléculas proteicas y es poco probable que atraviesen

la barrera hematoencefálica 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 liberación de ACTH y glucocorticoides

(BERKENBOSCH y col.,1987; SAPOLSKY y col.,1987) y los efectos neurotóxicos

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 clínica de
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las diversas citoquinas recombinantes obtenidas por ingenieria genética

1.3.3. Neuropéptidos oploldes y respuesta Inmune en sItuaciones de estrás

Existe evidencia de que los péptidos opioides no son únicamente una clase distinta

de neurotransmisores, como en principio se creía, sino que intervienen en otras muchas

funciones fisiológicas cuyo mecanismo de acción no está aún perfectamente conocido.

Las dificultades para su completo conocimiento radican en que algunos péptidos tienen

una cinética de acción lenta o retardada en cuanto ala transmisión de su señal (IVERSON,

1984), que existe confusión o errores en las distintas localizaciones de un péptido y sus

receptores específicos (HERKENHAM y Mc LEAN, 1986), y que muchos neuropéptidos

coexisten con agentes neurotransmisores clásicos en neuronas individuales <LUNDBERG

y HOKFELT, 1983). Todo ello apoya la teoría de que los neuropéptidos pueden también

actuar en procesos de neuromodulación de la respuesta inmune, donde la acción requiere

un curso lento de localización más 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 rey, de KOW y

PFAFF, 1988), alcanza desde respuestas a nivel subcelular hasta modificaciones del

comportamiento y pueden afectar tanto a funciones autonómicas como endocrinas, la

temperatura corporal, la liberación de hormonas que a su vez puede desencadenar una

cascada de efectos fisiológicos o patológicos, etc.

Los mecanismos de modulación por neuropéptidos incluyen alteraciones a nIvel de

unIón del transmisor por producirse cambios tanto en el número de receptores como en

su afinidad. Aún más, un determinado neurotransmisor puede unirse a distintos tipos de

receptores que existen en neuronas individuales del hipotálamo 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 Intervención de un segundo

mensajero, ya sea adenilato ciclasa-AMPc o bien otros mecanismos alterando la

tranaduoclón de señales con participación de distintos fosfolípidos de membrana, como el

fosfatidil inositol <IP3) <REOGATE y col.,1986; MAGISTRElTI y SCHORDERET, 1984;

SHAPIRA y col.,1 987). Incluso sin producir cambios de especificidad, existen péptidos

capaces de producir una modIficación en el potencial de membrana (MUDGE y col.,1979;

ONO y FUKUDA, 1982); o introducir alteraciones en la regulación de canales lónlcos, que

modifican la excitabilidad eléctrica, los patrones de conductividad, la duración de la

excitación, etc. (WERZ y Mc DONALD, 1983; MUDGE y col.,1979); o también intervenir en

una interacción de células guaba y neuronas con modificación del AMPc gUal (ROUGON

y col.,1983).

Las alteraciones de carácter competitivo a nivel de receptor, ya sea modificando la

afinidad o bien produciendo interacciones alostéricas, o por variaciones en la interacción

receptor-ligando, nos conducen a la posible participación de los neuropéptidos en la

modulación de la respuesta inmune <O’DORISIO, 1987); y de hecho, se ha comprobado

‘Vn vitro” que existen neuropéptidos opioides capaces de modificar diversas actividades

linfocitarias (WIBRAN, 1985), lo que podría representar una importante relación 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 significación

fisiopatológica, aunque quedan aún muchas incógnitas por resolver. Según los datos

revisados por SIBINGA y GOLDSTEIN <1988), la caracterización de los efectos opioides

sobre el sistema inmune viene definida por las posibilidades de bloquearlos mediante un

antagonista como la naloxona. Según los distintos experimentos ensayados se han

IntroducciÓn. 48



comprobado modificaciones en: a) respuestas linfoproliferativas; b) síntesis de linfoquinas;

o) síntesis de anticuerpos específicos; d) actividad citotóxica de células NK; e) acción

quimiotáctica de polimorfonucleares; l~ producción de superóxidos por los macrófagos;

y g) lo que es de más particular interés para este trabajo, como es el efecto sobre

mastocítos, que incluye incrementos en la unión del calcio a la membrana, prevención de

los efectos inhibidoresproducidos porvarios agentes sobre la liberación de serotoninaIgE-

estimulada y producción de una respuesta inflamatoria edematosa por inyección

intradérmica.

Desde el punto de vista inmunopatológico, neuropéptidos opioides tales como la

dinorfina, aparecen también implicados en la formación de tumores, puesto que según

observaron VASWANI y col., <1986), los niveles de esta molécula en el hipotálamo e

hipófisis descienden durante la formación de tumores mamarios en ratas, mientras que

altos niveles de dinorfinas han sido encontrados en tejidos tumorales por BRYANT y col.

(1985). Por otra parte, también es interesante en la relación peptido-opioide y sistema

inmune, el hallazgo de que pacientes de esquizofrenia responden favorablemente al

tratamiento con 13-endorfina y que la mejoría es más acusada en aquellos individuos cuyos

antígenos HLA-l pertenecen a la clase Bí 3, BiS o B22; esto hace suponer a los autores

que la esquizofrenia puede ser una enfermedad autoinmune que afecta a los antígenos de

histocompatibilidad HLA-l (De .JONGH y col., 1982; CLAAS y col.,1986). Posteriormente se

han descrito otras alteraciones genéticas en relación con la enfermedad.

El hecho de que algunos neuropéptidos puedan interactuar con ACTH (TONNAER

y col.,1986) o con noradrenalina (MAGISTRElTI y SOHORDERET, 1984), ya hace suponer

una posibilidad de intervención de los péptidos opioides en situaciones de estrés agudo,

tal como señalaron hace unos años ROSSIER y col. <1977).

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

interacciones de este tipo por estímulos agresivos, como el shock por lesión en las
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extremidades, inmersión continuada, ejercicio físico exhaustivo, en ciertos momentos de la

gestación 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 adenohipófisis junto con adrenocorticotropina. Estas moléculas van a actuar sobre

los receptores específicos existentes en monocitos, linfocitos y granulocitos de la sangre

periférica y su efecto se traduce, generalmente, por una inmunosupresión a distintos

niveles (rey, por SIBINGA y GOLOSTEIN, 1988). Algunos datos encontrados en la

bibliografía parecen demostrar que la mayoría de estas modificaciones de inmunidad

celular pueden producirse a nivel de la síntesis de distintos factores mediadores; ast es

probable que el efecto inhibidor de la quimiotaxis leucocitaria sea debido a la supresión de

un factor quimitáctico producido por los linfocitos 1 <BROWN y VAN EPPS, 1988). Este

efecto, en ocasiones, puede ser mediatizado por indometacina y no ser bloqueado por

naloxona, lo que pone de relieve la afirmación de HAZUM y col. (1979) de que existen

receptores en los linfocitos que, aún siendo específicos de las 8-endorfinas, son distintos

de los típicos receptores opiáceos, y son capaces de influir en algunas funciones

neuroinmunomoduladoras a nivel central y periférico.

Existen otros niveles de inmunomodulación por neuropéptidos de carácter

morfinomimético, tanto a nivel de los terminales de fibras del sistema nervioso periférico -

particularmente sobre los mecanismos involucrados en el sistema simpático- como a nivel

del SNC en conexión con el endocrino. Estos efectos, que aparecen más relacionados con

modificaciones del comportamiento, pueden ser antagonizados por naloxona y naltrexona.

Son de señalar, en este caso, las variaciones por un comportamiento de agitación anímica

excesiva (GISPEN y col.,1976), los cuadros catatónicos por veneno de cobra (BLOOM y

col,1976) y los estados de sedación profunda y catalepsia <IJACQUET y MARKS, 1976).

Efectos, estos últimos, que posiblemente están relacionados con los efectos opiaceo-

endorfinoides del interferón obtenidos en leucocitos humanos y que fueron observados por
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BLALOOK y SMITH (1981) cuando inyectaron IFN intracerebralmente a ratones. Estos

efectos incluyen analgesia, falta de locomoción espontánea y catalepsia, y son evitables

e incluso reversibles por naloxona. Dichos autores, aparte de suponer analogías

estructurales entre IFNy endorfinas, sugieren la existenciade un circuito regulador inmuno-

neuroendocrino que pudiera constituir la diana etiológica de ciertos estados

psicopatológicos.

Este efecto modulador de las beta-endorfinas sobre la función inmune, alcanza

también a las reacciones de hipersensibilidad, por su acción sobre los mastocitos, con una

rápida liberación de histamina <SYDBOM, 1988>; y dicho efecto particular será revisado con

más detalle en el apanado que sigue, por sus implicaciones con la anafilaxia y el shock

endotóxico.

1.4.- NEUROINMUNOMODULACION EN CUADROS DE HIPERSENSIBILIOAD Y

ANAFILAXIA. SU VANiACION EN S[TUACIONE8 DE ESTRES.

Las distintas respuestas de un organismo sensibilizado, frente a un antígeno

sensibilizante, pueden ser agrupadas en cuatro tipos diferentes de reacción dependiendo

de: a) el intervalo de tiempo entre el momento de sensibilización y la aparición de los

síntomas; b) la naturaleza humoral o celular de la reacción inmunobiológica; y c) las

dianas celulares o tisulares involucradas en el proceso reactivo. La diversidad en cuanto

a mecanismo, diana biológica y tipo de reacción se resumen en la Tabla III, aunque sin

descender a los detalles más íntimos de cada proceso, puesto que nuestro interés se

centra fundamentalmente en el fenómeno anafiláctico y en la posible respuesta inflamatoria

subsiguiente.

Los mecanismos de interacción neuroinmune en dichas reacciones están aún poco

aclarados, y particularmente aquellos en los que un mediador es capaz de estimular o
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inhibir la formación o actividad de otro, que también participa en la reacción inflamatoria

o en el cuadro de shock por anafilaxia. Una reacción de hipersensibilidad es un proceso

dinámico en el que el conjunto de células y factores que intervienen cambiacontinuamente.

Como puede verse en la Tabla III, 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 íntima comunicación bidireccional existente entre los sistemas nervioso e

inmune se han encontrado más 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 reacción anafiláctica, en los que

intervienen como mediadores no sólo aminas vasoactivas sino también neuropéptidos

opioides activos para modular las reacciones de shock, habremos de encontrar justificada

la enorme dificultad que supone conocer la naturaleza de los cambios que se pueden

producir en la reacción anafiláctica en situaciones de estrés y en su modulación.

Se ha comprobado que la magnitud de los efectos producidos por los

glucocorticoides adrenales, que son moléculas involucradas en la implantación de un

cuadro de estrés, depende de circunstancias relacionadas con la naturaleza del agente

estresante y el momento en que éste actúe. Aunque existen pocos datos en relación con

el problema de hipersensibilidad en situaciones de estrás, BLECHA y col}1 982; 1 982a>,

estudiando distintas reacciones de hipersensibilidad de contacto, encuentran que un

aumento en el nivel plasmático de corticosteroides, producido por distintos mecanismos

de estrés como inmovilización, calor o frio, tiene distintas resultantes según que el

fenómeno 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 relación con los neuropéptidos parece que existen más antecedentes relativos

a los efectos neurales directos e indirectos sobre la expresión de respuestas de

hipersensibilidad inmediata. Se ha comprobado que las endotoxinas estimulan la liberación

de ACTH y 13-endorfinas, y existen indicios de que la hipotensión, subsiguiente al cuadro

de shock endotóxico, es parcialmente debida a la participación de endorfinas <FADEN y

HOLADAY, 1980). En este fenómeno puede estar involucrada la liberación de histamina

a partir de mastocitos, producida por dinorfina y otros péptidos con secuencias ARG-PRO

en su molécula (SYDBON y TERENIUS, 1985). Esta liberación de histamina a partir de

mastocitos peritoneales por efecto de 13-endorfina es dosis-dependiente y muy rápida, se

completa en diez segundos, y con un perfil farmacocinético semejante al observado con

otros péptidos tales como neurotensina, dinorfina y substancia 1’ (SYDBON, 1988>.

La liberación 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 dilatación microvascular a nivel cutáneo que se inhibe por tratamientos

previos con antagonistas H1 (FOREMAN y JORDAN, 1983).

El hecho de que durante el estrés se liberen simultáneamente encefalinas y

catecolaminas en la corriente sanguínea <HANBAUER y col.,1982) y el queestas sustancias

tengan una actividad moduladora sobre distintas células inmunocompetentes, por existir

en ellas receptores específicos no opiáceos (HAZUMy ool.,1979; LOPKERy ccli 980), nos

lleva a pensar una vez más 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

Entrelos distintos sistemas moduladores de la interacción 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 (5-13-imidazolil-etil-amina), se produce a partir de la histidinamediante

la actividad del enzima histidin-descarboxilasa existente en células basófilas y mastocitos,

encontrándose en unos gránulos intracelulares en forma de complejo con grupos

carboxilos de moléculas de proteoglicano (LANGUNOFE, 1980). En ausencia de procesos

de activación celular, el recambio histam(nico 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 (C5a> y el factor

activador plaquetario (FAP), y por ello necesita altas concentraciones locales para producir

efectos significativos “in vivo”. El metabolismo de la histamina es rápido 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 actúa una diaminoxidasa

(histaminasa, existente en neutrófilos y eosinófilos) que la convierte en imidazol-5-acético

y después en ribosilimidazol-5-acético (PLAUT y LICHTENSTEIN, 1978): todos estos

metabolitos son rápidamente excretados por via urinaria.

La importancia de la histamina en fenómenos anafilácticos sistémicos y localizados

varía extraordinariamente en función de la especie animal de que se trate. Así, por ejemplo,

los ratones son bastante resistentes a la acción 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 H1, mientras que son inefectivos en asmáticos (PARKER, 1980). Esto hace

pensar que, en este último caso, existen otros mediadores más 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, incrementándose

la síntesis de POE2 y POE2, que son más activos como broncoconstrietores que la propia

histamina. También en los fenómenos anafilácticos producidos por activación del

Complemento, se produce liberación de histamina por efecto del los fragmentos C3a, 04a

y C5a.

Los diversos efectos de la histamina estan condicionados al tipo de receptor sobre

el que actúa; así cabe distinguir la actividad sobre vasos sanguíneos y piel, durante las

reacciones de hipersensibilidad inmediata, que son efectos de carácter pro-inflamatorio y

dependen de receptores H, <KNIKER y COCHRANE, 1968), requiriéndose concentraciones

más elevadas de histamina. Es probable, además, que el efecto condicionante de la

histamina sobre el endotelio vascular, en casos de vasculitis, y que afecta a su

permeabilidad y al depósito de inmunocomplejos, sea también producido por medio de

receptores H1. Este efecto sobre los pequeños capilares y la migración de leucocitos

aumentaría las respuestas mediatizadas por la células 1, al contrario de los fenómenos de

inmunosupresión observados “in vitro” <PLAUT y LICHTENSTEIN, 1978).

La histamina, actuandodirectamente sobre la función leucocitaria y la migración, es

capaz de inhibir la prolileración de las célulasT inducida por lectinas o antígenos, así como

la liberación de linfoquinas, las actividades citotóxicas y la diferenciación de las células B.

En general, estas acciones sobre leucocitos son bloqueadas por antagonistas de los

receptores H2 de histamina, pese a que su demostración sobre macrófagos (ROSNER y

col., 1979) y timocitos (OSBAND y Mc CAFFREY, 1979) resulta controvertida. Este efecto

sobre los receptores H2 de células inmunocompetentes requiere concentraciones

histamínicas de orden 10 pM o más altas, produciendo la actividad inhibidora de la
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respuesta inmune a través de células T supresoras, lo que hace suponer su intervención

en los mecanismos de control de las respuestas celulares <ROCKLIN, 1976; ROCKLIN y

col., 1979). Se ha comprobado que la incubación de células T con histamina en presencia

de monocitos libera una linfoquina capaz de promover una supresión inespecifica

<ROCKLIN y 001.1979; 1980).

Más recientemente, a nivel de terminales nerviosos histaminérgicos, se ha

descubierto otro tipo de receptores de histamina -los receptores H3- que son capaces de

inhibir su propia síntesis y liberación en cortes de tejido cerebral, por un proceso de

retroalimentación negativa a nivel de los terminales histaminérgicos (ARRANO y col.,1 983;

1985; 1987). El hecho de que este tipo de receptores esté presente también en los

mastocitos pulmonares, hace que un agonista del receptor H3 como la alfa-metil-amina,

pueda encontrar aplicación terapeútica en enfermedades alérgicas (ARRANG y col.,1 987).

Dado que en el cerebro, además de existir neuronas histaminérgicas (GARBARO

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 liberación de

histamina. No hemos encontrado antecedentes en relación con esta situación, pero sí se

ha comprobado que la inyección intracerebroventricular de 100 y 200 pg de histamina, en

ratas, es capaz de modificar su comportamiento, reduciendo su capacidad de aprendizaje

por disminución de la capacidad de atención, de motivación y de motilidad <RIAL y

colA 986).

La SEROTONINA (5-OH-Triptamina), se produce a partir del hidroxitriptófano por

acción de una carboxilasa inespecífica, se encuentra principalmente en las plaquetas y

celulas enterocromatófilas del tracto gastrointestinal. Se cataboliza rápidamente por

monoaminoxidasas presentes en células endoteliales del pulmón y otras vísceras, 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 contracción 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

serotonínico de los mastocitos, siendo insensible a histamina. De aquí que estas

reacciones sean bloqueadas por reserpina y ciproheptadina, pero no por los

antihistamínicos (ASKEMASE y col.,1980). En estas reacciones la mayor parte de la

serotonina se ¡ibera a las 6horas o más, después de administrar el antígeno sensibilizante,

y en el fenómeno es probable que intervenga una linfoquina producida por las células T

sensibilizadas, más que la propia reacción directa antígeno-dependiente. La serotonina

aumenta también los estímulos quimiotácticos y es probable que esto ocurra a través de

aumentos de GMP0 <SANDLER y coí.,1 975; FOON y col.,1 976). Tanto la serotonina como

la histamina, intervienen en la expresión de la encefalomielitis autoinmune experimental, en

la que el coadyuvante puede actuar incrementando la sensibilidad de los vasos sanguíneos

a la histamina y serotonina. En este modelo animal, los antagonistas de serotonina son

capaces de inhibir los síntomas de encefalomielitis (LINTHICUM e FRELINGER, 1982).

En el estudio de inmunomoduladores, se ha comprobado que moléculas

procedentes de la pared celular bacteriana, como algunos muramil-péptidos (MDI’), tienen

efectos que evidentemente están relacionados con el SNC, como son los que afectan al

control del dolor, sueño y temperatura corporal (FILLION y col.,1988). Según se ha

demostrado por investigaciones bioquímicas, el MDI’ 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; lo que sugiere que se produce una activación

de las estructuras serotoninérgicas, coincidiendo con cambios en la temperatura, sueño

y resistencia al dolor <MASEKy KADLECOVA, 1987). Estudiando respuestas de estructuras

serotoninérgicas específicas correspondientes al hipotálamo, 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 intervención del sistema serotonérgico en la neuroinmunomodulación puede

extrapolarse también a las situaciones de estrés, puesto que se ha comprobado que la

supresión de respuestas inmunitarias por una situación prolongada o repetida de estrés

en ratas, aparece asociada a incrementos del metabolismo de serotonina (BORANIC y col.,

1982). Esto confirma la hipóteis de DEVOINO y col. (1979), sobre que las rutas

serotoninérgicas centrales (especialmente las del hipotálamo), intervienen en el control de

la respuesta inmune a nivel del organismo entero. BORANIO y col. (1984) han

comprobado, en ratas inmunizadas frente a hematíes de carnero y posteriormente

sometidas a situaciones de estrés, que se produce una potenciación en la

inmunosupresión inducida por el estrés, y que ésta va acompañada por un incremento del

metabolismo de la serotonina en el cerebro. Cuando en estos casos se trataba a los

animales conp-clorofenilalanina, seguía existiendo inmunosupresión, aunque se observaba

una disminución en los niveles de serotonina y se aumentaban los niveles plasmáticos de

corticosterona. Parece como si este inhibidor de la síntesis de serotonina evitara una

participación de la regulación serotoninérgica atreves del SNC por medio de un aumento

en la secrección de corticosterona, que va a actuar sobre las células linfoides.

Los PEPTIDOS OPIQIDES ENDOGENOS constituyen unasubclase particular de los

neuropéptidos, tienen una función reguladora y presentan una localización que alcanza

tanto a los tejidos periféricos como al SNC <HOLADAY, 1983). Poseen una actividad
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fisiológica extraordinaria a concentraciones de varios órdenes de magnitud por debajo de

aquellas a las que actúan las hormonas clásicas 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 funci6n específica de su

descubrimiento inicial en relación con tejidos nerviosos. En las situaciones de estrés, no

sólo actúan los péptidos opioides sino que pueden participar también otros neuropéptidos

relacionados con la 13-endorfina a nivel hipotálamo-hipofisario (TRH, ACTH, prolactina); o

con las encefalinas, por su distribución coordinadora cerebro-intestino <glucagón, PIV,

substancia P, colecistoquinina); o con la dinorfina, por su intervención en la neuro-hipófisis

(vasopresina, oxitocina, neurotensina). Sin embargo, tan sólo se conocen agonistas y

antagonistas exógenos para los péptidos opioides y sus receptores, de aquí que sean los

más conocidos farmacológicamente al poder bloquearlos o activarlos a voluntad en sus

actividades endógenas, particularmente en lo que se relaciona con la fisiopatología

cardiovascular <HOLADAY 1983).

En vista de que en situaciones de estrés se activan los sistemas opioides y de que

las sobredosis de narcóticos <opioides exógenos) provocan signos que semejan a un

shock circulatorio, parece posible que estos sistemas opioides endógenos puedan

intervenir también en la fisiopatología de algunas formas de shock. Más aún cuando se ha

podido demostrar que la naloxona es capaz de bloquear o revertir el cuadro hipotensivo

que se produce en un shock endotóxico (HOLADAY y FADEN, 1978), y también de

modificar la intensidad de respuesta en otros tipos de shock, incluso en el anafiláctico,

donde hay una participación del sistema inmune (GURLL, 1983). Experimentos realizados

por HOLADAY (1983) con naloxona, demuestran que el sistema opiolde contribuye, desde

el SNC, al desarrollo del shock séptico; mientras, el hipotálamo anterior, el locus cerúleus

y porciones nucleares aisladas son los que participan en el shock cardiovascular

(HOLADAY, 1983; IJANSSEN, 1983).
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La manipulación farmacológica de las respuestas opioides presenta una

complicación adicional por la existencia de varios receptores específicos que dan lugar a

un amplio espectro de actividades agonistas (MARTIN y col.,1976). De ellos, los

receptor.. p son los mejor caracterizados e intervienen en analgesia, euforia, depresión

respiratoria, catalepsia y miosis; siendo la 13-endorfina el opioide endógeno con mayor

potencia sobre estos receptores ¡±yla morfina el ligando 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 opioide que se considera como ligando específico de ellos. Resulta

bastante complicado hacer una evaluación de los agonistas, antagonistas y agonistas

parciales, en relación con el shock; por ejemplo, por la variabilidad de efectos sobre los

distintos subtipos de receptores <ATWEH y KUHAR, 1983; ZUKIN y ZUKIN, 1982>.

En general, podemos afirmar que los opioides endógenos juegan importantes

papeles en una gran variedad de parámetros fisiológicos entre los que se incluyen:

regulación 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

información cierta por la complejidad de interacciones con otros sistemas (WILSON y

col.,1980; VARBROUGH, 1983), puesto que la función opioide ha sido citada en otros

muchos tejidos no neurales <AKJL y col.,1984; SYNDER, 1984; MILLAN y HERZ, 1985).

En cuanto al efecto particular de los opioides en cuadros de shock anafiláctico, se

ha comprobado que la naloxona y también con TRH, administrados por vía endovenosa,

se disminuye bruscamente la mortalidad en respuestas anafilácticas frente a albúmina

bovina (AMIR, 1984; 1984a). La ruta bioquímica 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 simpatectomía

química o por una denervación 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 confusión observada en la bibliografía entre efectos

propiamente opioides y los no opioides <es decir, no bloqueados por naloxona). Entre

estos últimos, son de destacar las interacciones de carácter no opioide de las r3-endorfinas

con linfocitos a través del grupo carboxi-terminal (HAZUM y col.,1 979), con un componente

del sistema complemento <SCHWEIGERER y col.,1982) o en otras situaciones en las que

pueden funcionar como estimuladores o supresores de la proliferación linfocitaria

<PLOTNIKOFF y col.,1985; GILMAN y col.,1982; MC CAIN y col.,1982).

Según GOETZL y col. (1985), los neuropéptidos mediadores de nerviossensoriales,

cuando son liberados por un daño físico o químico, o por diversas agresiones biológicas

-factores que pueden darse en cualquier situación calificable como angustiosa o de estrés-,

son capaces de desencadenar rápidamente una respuesta local o sistémica semejante a

aquellas que pueden darse en cuadros de hipersensibilidad inmediata. Entre estos efectos

neurales cabe distinguir: a) los de acción directa sobre las funciones del músculo liso,

vasos sanguíneos, leucocitos y glándulas epiteliales; y b) los efectos indirectos que se

producen a través de mediadores liberados de los mastocitos despues de su activación

neuropeptídica.

1.6.- SOBRE LAS POSIBIUDADES DE MODELOS EXPERIMENTALES ADECUADOS.

Cualquier aproximación farmacológica al conocimiento de la

neuroinmunomodulación en situaciones de estrés -sobre todo en relación con respuestas

de sensibilización y anafilácticas- requiere una adecuada selección del modelo experimental

a estudiar ‘in vivo”. Es cierto que, por parte de distintas organizaciones protectoras de

animales, se está produciendo una sensibilización social cada vez más acentuada frente

a la investigación 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, 1969): pero

también es una realidad, que para acometer una investigación referente al comportamiento

animal en una reacción anafiláctica -situaciones en las que pueden intervenir reacciones

cruzadas y diversas variaciones entre los distintos parámetros a considerar- es

imprescindible establecer un cierto número de experimentos “in vivo” y “ex vivo” que

permitan conocerla respuesta a nivel del animal completo, puesto que los ensayos “in vitro”

con cultivos celulares, por ejemplo, nos darían tan sólo una versión muy parcial del

problema.

¡.6.1.- En relacIón con alertos patrones de condIcIonamIento y aprendIzaje.

Existen muchos y muy diferentes modelos animales para controlar las relaciones

neuroinmunitarias. Así, diversos experimentos sobre inmunología del comportamiento,

realizados por científicos canadienses, ponen de manifiesto cómo es posible: a) controlar

la aversión por un sabor determinado <sacarina), dependiendo del estado de

inmunosupresión producido por tratamientos con ciclofosfamida; b) modificar el equilibrio

de opioides endógenos produciendo un shock por lesionar la cola de una rata; y c) alterar

influencias neurohormonales en tejidos inmunitarios del tracto intestinal mediante distintos

condicionamientos asociados al aprendizaje por respuestas de Pavlov y que pueden

modificar la influencia de péptidos neuroentéricos sobre el sistema inmune (GREENBERG,

1986).

En relación 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

inmersión prolongada (WARDLOW y col.,1980), por exceso de ejercicio físico <FRAIOLI y

col.,198O), por cambios de temperatura e inmovilización <BLECHA y col.,1982), o por
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hipoglucemia experimental insulin-inducida (NAKAO y col.,1979), o incluso creando

situaciones de estrés psicológicoen animales normales <PITKIN, 1965) o expuestos a bajas

dosis de rayos X (SATO y col.,1984).

Una idea cJe 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 psicológicos diversos hasta producir

daños físicos en distintas especies animales.

Un caso particular de estrés es el que se logra en un estado de morfinismo al

producirse un síndrome de abstinencia poradministración de un antagonista <MAGGIOLO

y HUIDOBRO, 1961). Según TURNER (1965> son muchos los signos y síntomas que

pueden observarse en la fisiología normal del ratón morfino-dependiente, pero para

sistematizar su intensidad, quizá sea lo más adecuado cuantificar la respuesta durante el

periodo de hipermotilidad, particularmente en lo relativo al número y categoría de saltos en

el síndrome de abstinencia, como la mejor medida cuantitativa de la adicción opiácea en

la rata (BLASIG y col., 1973) y el ratón (HO y col., 1972), por existir una relación proporcional

entre el número de saltos y el establecimiento del síndrome de abstinencia en función del

grado de dependencia <MARSHAL y GRAHAME-SMITH, 1971). El desarrollo de la

dependencia, en función de la dosis y el tiempo, puede controlarse además de por ciertos

signos biológicos como el signo de STRAUB, actitud general, etc., por la pérdida de peso

(LEZA y col.,1983) o por el índice de analgesia <WOOLFF y Mc DONALO, 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 la modalidad de administración del fármaco;

y de ello existen varios estudios de revisión en trabajos de tesis realizados anteriormente

en el Departamento de Farmacología <NAVARRO, 1985; LIZASOAIN, 1986; PORTOLES,

1990), ¡oque justifica que no demos más extensión a esta particularidad del tema.
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¡.6.2.- En relacIón con los cuadros de anafilaxia

El acontecimiento inicial de todo cuadro anafiláctico depende de la reacción de un

antígeno o alergeno con anticuerpos homocitotrópicos específicos (¡gE, lgG), que existen

ligados a receptores de membrana en mastocitos tisulares y basófilos, desencadenando

la síntesis y liberación de mediadores. Dichos mediadores afectan a la permeabilidad

capilar, permitiendo el influjo de proteínas sanguíneas en tejidos adyacentes, con el

consiguiente desequilibrio osmótico y edema tisular. En la piel, esto se manifiesta por la

formación de un habón urticarial y eritema; además se producen contracciones en las

fibras musculares lisas y secrección de glándulas endocrinas. En estos casos la reacción

se produce en segundos y tiene una duración relativamente limitada.

En otros casos, sobre todo en los de anafilaxia pasiva de tipo sistémico, pueden

también originarse una serie de reacciones secundarias con participación de otros tipos

celulares (eosinófilos, neutrófilos, plaquetas) que liberan factores quimiotácticos de

eosináfilos (FQE-A), para atracción de neutrófilos (FQN), para activación de plaquetas

<FAP) o con unapotencial actividad en el proceso inflamatorio (tromboxanos, leucotrienos).

Más recientemente se ha comprobado la sensibilización pasiva de monocitos mediante su

incubación con suero de pacientes alérgicos, lo que llega a producir fenómenos citotóxicos

(WECK, 1983).

También es posible encontrar reacciones producidas por inmunocomplejos que

conducen a una lesión tisular, pero para que tenga consecuencias patológicas han de

cumplirse una serie de condicionantes que dependen del tamaño, estructura y solubilidad

o eliminación del complejo. La deposición tisular de estos complejos requiere una afinidad

peculiar para el tejido orgánico, incrementos de permeabilidad capilar y participación

sensibilizante de algunos fragmentos del complemento (03a, C5a) (WECK 1983).
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Las reacciones por inmunocomplejos frente a fármacos, como es el caso del

fenómeno de Arthus, son mas bien raras y en ellas hay modalidades de respuesta que

recuerdan a la enfermedad del suero. La fisiopatología de estos cuadros de

hipersensibilización por inmunocomplejos se establece en varios estadios: a) formación del

inmunocomplejo con exceso de antígeno; b) deposición tisular del inmunocomplelo; c)

activación del complemento; d) atracción de polimorfonucleares neutrófilos; ye) liberación

de enzimas lisosómicos proteolíticos y de proteínas catiónicas inflamatorias. La importancia

del incremento de permeabilidad para la deposíción de los inmunocomplejos se ha puesto

de manifiesto mediante el empleo de fármacos anti-histamínlcos y anti-serotonfnicos

(KNIKER y col.,1971>.

Existen diversos modelos de interacción anafiláctica en los que sepuede comprobar

la respuesta total o evaluar el nivel de los distintos mediadores que intervienen

(BROCKLEHURST, 1960). Según WEISER y col. (1941), los ratones son relativamente

resistentes a sufrir un shock anafiláctico. Teniendo esto en cuenta, la anafilaxia cutánea

pasiva (PCA) ha sido la más ampliamente utilizada para reconocer cuantitativamente

anticuerpos homocitotrópicos (OVARY, 1958>, mientras que para reacciones cualitativas de

este tipo de reacción se requieren procedimientos más especiales <MITSUYAy col.,1981).

Entre los primeros métodos descritos, para estudios de broncoconstricción alérgica, fué

el de AUER y LEWIS (1910> y algo más tarde el de ALEXANDER y col. (1925>, en el que

también se acudía a producir el cuadro anafiláctico en cobayas sensibilizados mediante

inhalación del antígeno específico, pero en ninguno de los casos se realizaban estudios

cuantitativos ni se llegó a controlar la liberación de mediadores en la anafiláxis bronquial

bajo estas condiciones experimentales. La naturaleza y actividad de dichos mediadores

han sido estudiadas posteriormente y, en particular, para la histamina (BARTOSCH y

colA 932) y distintos metabolitos del ácido araquidónico (BROCKLENHURST, 1960; PIPER

y VANE, 1969; HAMBERO y col., 1976; ANDERSON y col.,1 983). Más recientemente se han
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propuesto diferentes modelos de hipersensibilización pulmonar, en ratones, que pueden

dar lugar a una reacción anafiláctica por inhalación. Entre ellos, mencionaremos en primer

lugar el de McKASKILL y col. (1982), en el que por vía nasal se produce una

hipersensibilización con polen de gramíneasy después, por la misma ruta, se desencadena

la reacción anafiláctica con el mismo alergeno. Sin embargo, como en estos casos se

originan inflamaciones inmunológicamente inespecíficas, aunque localizadas en vías

respiratorias altas, el modelo no es recomendable para estudios farmacológicos por la

propia complejidad del material biológico.

Estas dificultades han conducido a otros investigadores que tenian idéntico

propósito de sensibilizar animales a nivel bronquial, a la utilización de aerosoles de

ovoalbúmina como agente sensibilizante, en cuadros de hipersensibilización pulmonar

experimental en cobayas, (HERXHEIMER, 1952) y en ratas <SHORTLAN y SHORE, 1974;

PIECHUTA y col., 1979), puesto que esta molécula no produce inflamaciones inespecificas.

También con este modelo se han realizado estudios de regulación de respuestas de ¡gE

en ratones, con el propósito de extrapolar resultados para un mejor conocimiento de los

mecanismos de sensibilización alérgica en humanos <HOLT y col., 1981; ¡MAl y col., 1983).

Un interesante modelo de anafilaxia experimental en ratón, por hipersensibilización

intranasal con ovoalbúmina, ha sido propuesto por McCASKILLy col. (1984) para estudiar

los mecanismos inmunológicos de anafilaxia. Siguiendo este método, en ratones

convenientemente sensibilizados con dos inyecciones de ovoalbúmina asociada a vacuna

anti-pertusis como coadyuvante, se desencadena un shock anafiláctico no fatal cuando se

administra ovoalbúmina por ruta intranasal, apareciendo el máximo de reacción a los 30

minutos de administrar el desencadenante proteínico. Los signos de máxima gravedad del

shock coinciden con incrementos del valor hematocrito y con aumentos en los niveles de

gE e ¡gG. Este modelo no conileva participación del Complemento, ya que cuando se

produce una depleción previa del complemento sérico, mediante administración de veneno
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de cobra, no se modifica la respuesta anafiláctica en los ratones. También, más

recientemente, PAYNE y DE NUCCI <1987) han desarrollado dos métodos “in vito” e “in

vivo”, en los que ocasionan un cuadro de anafilaxia bronquial por aerosoles de

ovoalbúmina en cobayas anestesiados y en pulmones aislados de cobaya La

broncoconstricción alérgica es aliviada con antagonistas H1; también, mediante la técnica

“in vitro”, estudian la liberación de mediadores anafilácticos subsiguientes al

desencadenamiento de la agresión.

En cuanto a otros modelos de anafilaxia pasiva de carácter sistémico, hemos

encontrado uno desarrollado en ratas por MOTA y WONG (1969) y que se funda en una

reacción clásica de anafilaxia cutánea pasiva; sin embargo, nos parece más interesante

destacar una técnica propuesta por KANETA y col. (1984) en ratones, que se funda en

producir una sensibilización pasiva en la almohadilla plantar del ratón con anticuerpos

homólogos (25 pl) y después, desencadenar la respuesta anafiláctica mediante inyección

intravenosa del antígeno <100 pl), transcurrido un adecuado tiempo de sensibilización de

2horas al menos. El engrosamiento producido en la pata del animal, como consecuencia

de una reacción anafiláctica, puede ser registrado cuantitativamente mediante un calibrador

o de un modo análogo al método de la carragenina usado para estudios de

antiinflamatorios <WINTER y col,1963). Como antígeno utilizan albúmina de suero bovino

<BSA> y como fuente de anticuerpos homocitotrópicos, emplean líquido ascítico

conteniendo anticuerpos anti-BSA procedente de ratones que han sido inmunizados por

vía intraperitoneal con BSA más coadyuvante de Freund completo; para ello utilizan el

método de TUNG y col. (1976), en el que se modifica un procedimiento de MUÑOZ (1957).

En todos ¡os casos, el máximo de reacción se alcanzó a los 15 minutos de administrar el

antígeno <BSA) en los animales que habían sido sensibilizados dos horas antes con el

liquido ascítico conteniendo los anticuerpos anti-BSA de ratón.
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Con propósitos de evaluación farmacológica de antagonistas de acetil-FAP, VILAIN

y col. (1986) desencadenan un shock por anafilaxia pasiva en cobayas inyectando por vía

intraperítoneal 1 ml de suero anti-ovoalbúmina para despues de 10 a 14 dias inyectar por

vía endovenosa el antígeno (ovoalbúmina), ¡o que produce un cuadro asmático con

liberación de histamina en distintos órganos. También con suero anti-ovoalbúmina, pero

mediante sensibilización intradérmica, GOOSE y BLAIR (1969) estudiaron el efecto de

reaginas termosensibles, en ratas, y su inhibición específica por cromoglicato sódico; el

fenómeno desencadenante del cuadro anafiláctico se controla por el tamaño de las zonas

dérmicas donde se produce la reacción y que se hacen visibles por azul de Evans.

En ocasiones, se utiliza una reacción homóloga de anafiláxis cutánea adoptiva

(ACAHo), como la preconizada por KIND y ALLAWAY <1983), para detectar la formación

de lgG a nivel celular y determinar el efecto de distintos fármacos sobre la formación de

estos anticuerpos sensibilizantes. El método es una variante del que da origen a un

fenómeno de anafiláxis cutánea adoptiva heteróloga (ACAH), quese producesensibilizando

ratones con esplenocitos de otros que han recibido inyecciones repetidas de globulina de

conejo en forma de anticuerposanti-timocito de ratón <KJND y MACEDO-SOBRINHO, 1973).

Mediante este procedimiento se puede estudiar la producción localizada de IgE.

Estos modelos son semejantes al ya clásico de anafiláxis cutánea pasiva <PCA) propuesto

por MOTA y WONG (1969), excepto que en lugar de inyectar suero en la piel, se inyectan

células de un ratónconvenientemente inmunizado (esplenocitos, linfocitos, placas de Peyer,

etc.). Reacciones heterólogas adoptivas se han utilizado para comprobar la inducción de

tolerancia <LEE y SEHON, 1975; CHIORAZZI y col.,1976), para la localización de los sitios

específicos de formación de IgE (THOMAS y col.,1980) y para modular la producción de

¡gE por distintos fármacos.

Otro de los modelos de anafilaxia pasiva heteróloga, de carácter generalizado, se

basa en el desencadenamiento de un fenómeno anafiláctico mediante la formación “in vivo”

IntroducciÓn. 72



de inmunocomplejos anti-endotoxina <PORTOLES y col.,1984). En opinión de algunos

autores ¡os modelos experimentales con inducción de inmunocomplejos son fundamentales

para estudiar mecanismos patogénicos de lesiones vasculares (DIXON y col., 1961; KNIKER

y COCHRANE, 1968) y permiten una mejor interpretación y control clínico de distintas

enfermedades <COCKRANE y KÓFFLER, 1973; WILLIAMS, 1960). 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 vía una solución del antígeno

endotóxico, que es el desencadenante del shock; éste se manifiesta, a tiempos variables,

en forma de erizamiento piloso, disnea, vasodilatación con el consiguiente descenso de

presión sanguínea, cianosis, colapso vascular y muerte. Por los tiempos de muerte de

cada ratón, se calcula el tiempo medio de muerte (TL~») dentro de cada grupo, utilizando

un método nomográfico, y así se puede valorar el posible efecto protector de distintos

fármacos.
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KL OBJETIVOS DEL TRABAJO



El primer objetivo del presente trabajo consiste en realizar una revisión 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 fármacos

que puedan modular esta interacción, y a la vez aportar mas datos sobre el mecanismo

íntimo de esta comunicación.

Empezamos por seleccionarvarios modelos productores de estrós experimental en

ratones, que intentan reproducir situaciones en las que existe una incapacidad de

adaptación al medioambiente, originandose una sttuación de alarma y una alteración del

estado anímico. Seleccionamos, entre los que nos parecieron menos cruentos, aquellos

que pueden provocar una situación de estrés repetible durante varios días, en condiciones

homogéneas, sin interferir mediante otros mecanismos en nuestras determinaciones y,

particularmente, aquellos en los quese ha descrito alguna alteracion inmunitaria (Tabla l~.

Los modelos que vamos a utilizar son los siguientes: dos con un estímulo

psicosocia¡, como son el aislamIento del roedor, o la disminución de espacio vital con el

consiguiente hacinamIento de los animales; otro en el que se origina un estrés de tipo

físico, causado por la InmovIlIzacIón del animal en un tiempo y condiciones determinadas;

y por último, un estímulo farmacológico como el producido por la morfinodependencla. En

todos los casosutilizamos los niveles de corticosterona, determinados en plasma de ratón,

como marcador bioquímico del nivel de estrés alcanzado,

El modelo de morfinodependencia presenta unas especiales características, ya que

se trata de un estímulo que puede actuar directamente a nivel de los receptores opioides

descritos en los linfocitos, o a nivel del SNC; y permite la instauración de un cuadro de

estrés modulable farmacológicamente por medio de la producción de un síndrome 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 ¡a acción directa de la morfina

sobre células inmunocompetentes, mientras que para otros, los efectos observados son

consecuencia de ¡a situación 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 del ratón, determinando diversos parámetros de actividad inmunitaria a

nivel celular para estudiar los diferentes grupos celulares implicados en la respuesta

inmune. Así, estudiaremos: la proliferación de linfocitos T y B, inducida por mitógenos o

antisueros específicos; la capacidad productora de interleukina-2; y la actividad citotóxica

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 cutáneo. Con el propósito de observar

diferencias fisiopatológicas, ensayaremos varios modelos, utilizando diferentes antígenos

y diferentes proporciones Ag/Ac; así 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

inmunológico y neuroendocrino; así como sobre el funcionamiento de respuestas

anafilácticas en situaciones de estrés.

En lo referente al estudio farmacológico, decidimos seleccionar varios grupos de

fármacos con intención, por un lado, de intentar modular la respuesta inmunológica en

situaciones de estrás; y por otro, conseguir más datos que nos permitan avanzar en la

comprensión de los mecanismos de comunicación neuro-inmunológica. De este modo,

comenzamos empleando un extracto vegetal de Eleutherococcus senticosusque presenta,
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según estudios previos, cierto efecto “adaptógeno” debido a los eleuteroxido-glucósidos

que entran en su composición.

Por otra parte según se cita en el capitulo precedente, se ha comprobado que la

influencia del cerebro sobre el sistema inmune, está sometida a lateralización hemisférica,

y de ahí nuestro interes en ensayar el efecto del dietil-ditiocarbamato (DTC), para

comprobar siesta lateralización influye en las variaciones de la respuesta inmune inducidas

por el estrás.

Por último, empleamos una serie de fármacos que intervienen en los sistemas

serotonérgico e histaminérgico. Se ha visto que la histamina, inyectada en cerebro de

ratón, es capaz de modificar el comportamiento, pero no se ha estudiado apropiadamente

cual es el efecto de la histamina liberada en situaciones de estrés sobre la respuesta

inmune. Además, la existencia de interacciones entre péptidos opiodes y liberación de

histamina por mastocitos, que tanta importancia tienen en las reacciones de

hipersensibilización, justifica el empleo de anti-histamínicos, y anti-serotoninicos en el

modelode morfinodependencia. Como es sabido, estos sistemas se encuentran implicados

a nivel periférico en la respuesta inmunológica (especialmente en reacociones anafilácticas),

pero también pueden jugar cierto papel a nivel central, ya que ambos funcionan como

sistemas de neurotransmisión cerebral, y por ello seleccionamos fármacos con mayor o

menor selectividad periférica.

En todos los casos de modulación farmacológica, se valorará su efecto sobre el

nivel de estrás alcanzado en cada modelo, y se estudiarán las variaciones de la respuesta

inmunologica (trasformación linfoblástica, síntesis de IL-2, y variaciones de citotoxicidad

natural), así como las alteraciones en los cuadros de anafilaxia, utilizando como parámetros

la mortalidad y el TL~» (en la anafilaxia sitémica) y el tamaño de lesión dérmica (en la

anafilaxia cutánea). Finalmente, para completar el estudio de estos cuadros, emplearemos
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fármacos con efecto sobre el Complemento, que tanta influencia tiene sobre la patogénia

por inmunocomplejos.

Esperamosque los resultados obtenidos aporten nuevos datos al conocimiento de

la interacción neuroinmune en situaciones de alarma, producidas por la incapacidad de

adaptación a cambios bruscos en las condiciones medioambientales, y a su posible

modulación farmacológica.

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

trabajo.

MORFI NODER.

Y
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ANAFILAXIA

PASIVA

PSA PCA

‘1 AnafilaxiaCONTROL DE Blas toaénesís (PB$ .0qn. 4P$..~0fl)
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Fig. 9.-Representaciónesquemáticadel desarrollaexperimentalde estetrabajo,y de sus
objetivas.
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111.1.- MATERIALES Y MEDIOS.

lll.1.1.-Arilmain

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

(Interfauna Iberica SA.), 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

otras razas de ratones consanguíneos, cuyas características genéticas también son

perfectamente conocidas, como los C3H y C57B1/6 (Centro de Investigaciones Biológicas

y Centro de Biología Molecular) <Tabla N4. Las comparaciones entre BALB/c y 03H nos han

permitido controlar más específicamente las respuestas frente a las distintas endotoxinas

utilizadas como antígenos.

Tabla V. Característicasgenéticasde losratones utilizados,en relación con el sistemaprincipal
de histocompatibilidad (H-2). Región 1 (genesIr), y Región5 quecodificaal C’$.

Estirpes Reaión-I Recrión-S Haplotipo

inurinas 1< A J E D Es - Sip H-2

C57B1/6 b b b b b Ssh — Sipo b

C3H k k k k k Ssl-Slpo k

BALB/c cl cl cl cl ci Ssh-Slpa cl

Para la obtención 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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inmunización; 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 plástico, con agua y comida ‘ad

libitum’, a una temperatura ambiente de 20-220C, y con fotoperiodos día:noche de 12:12

horas.

111.1 2.-CultIvos celulares

Los ensayos inmunofarmacológicos “ex vivo’ se realizaron sobre linfocitos

esplénicos procedentes de ratones BALB/c obtenidos según 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.

lll.-La-n-i%gsnos

Como moléculas inmunizantes empleamos, por una parte, varias endotoxinas

(EDTX), y por otra, albúmina bovina (BSA). Entre las primeras, hemos seleccionado la

fracción endotóxica FS 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 370C

con agitación, sobre medio líquido de Tripticasa-soja (BBL, Microbiology Systems,

Cockeysville, Md.). Para ensayos de sensibilización cruzada, se utilizaron otras moléculas

de endotoxinas bacterianas procedentes de Yersinia enterocolítica (serotipo 8),y

lipopolisacárido de Escherichia coll<055:B5, Difco).

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

antígeno albúmina bovina <BSA) cristalizada y liofilizada (Sigma).
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¡11.1 -4.-AntIcuerpo. sensiblllrantea

Según la respuesta anafiláctica estudiada se usaron como anticuerpos

sensibilizantes: a) Suero de conejo hiperinmune anti-B.abortus 16 M (PORTOLESy col

1984); y b) Suero de ratones convenientemente inmunizados con BSA, según la técnica

de MOTA y PEIXOTO (1966).

lll.1.5.-Antlcuerpos para citofluoromefría

Para este estudio, se utilizaron distintos anticuerpos monoclonales, facilitados por

el Dr. Rojo del C.l.B, y cuyas características se indican a continuación: lg G de hamster

anti-CD3e de ratón (1 45-2C1 1); lg Gc de rata anti-CD3e de ratón <YCD3-1); lgG2b de rata

anti-CD4 de ratón <GK1.5); lgG2a de rata anti-CD8 <53-6.72); e IgO de rata anti-Thy-1 de

ratón (Y-1 9). Todos ellos fueron purificados por cromatografía de afinidad con proteína A,

a partir de sobrenadantes de cultivo de hibridomas precipitados en sulfato amónico.

lll.1.6.-Medlos de cultivo y solucIones

Además del medio de cultivoTripticasa-soja (BBL) antes citado, se utilizaron placas

de Bacto peptona-agar (Difco) cuando se trataba de ensayar la esterilidad de los sueros

y soluciones endotóxicas a emplear.

La solución salina tamponada (PBS), fué preparada a partir de dos soluciones

conteniendo: la .~2i=,C¡Na(8 g.) y CIK <0.2 g.) en 400 ml de agua bidestilada; y la ~

con PO4H2Na2.12 H20 (2,8 g.) y PO4H2K (0.2 g.) en otros 400 mIde 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 solución PES, fué suplementada con EDTA al 0.02%

Tambien se utilizó solución salina tamponada de MIshelí y Dulton (MBSS) para el

manejo de los cultivos celulares. Su composición es de Sg de CINa; 0,2 g de CI2Mg.6H20:
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0.2 g de SO4Mg.7H20; 0.06 g de PO4H2K; 0,461 g de PO4HNa2.12H20; 0.186 g de

Cl2Ca.2H20; 0.4 g de 01K; 1 g de D-Glucosa; 0.01 g de rojo fenol; gentamicina (40 pg/ml);

agua de grado reactivo hasta un litro.

Como medIo de cultivo base <sin suero) para células de mamffsro, se utilizó RPMI-

1640 de Flow, con 2 g de CO3HNa y 2mM de L-glutamina, más gentamicina (40 jig/ml).

Ocasionalmente este medio era suplementado con 10% de suero fetal bovino (FOS)

previamente inactivado a 560 durante 30 mm.

En algunas ocasiones se utilizó medía RPMI-1 640 enrIquecido (medio 1<) con L-

glutamina (2 mM), HEPES (10 mM), 2-mercaptoetanol <2-6-ME; 70 pM), aminoacidos no

esenciales y gentamicina (40 ¡ig/m~. Los aminoácidos no esenciales y la glutamina fueron

añadidos a partir de una solución de Gibco concentrada (lOOx). Este medio fue

suplementado con 5-10% de suero fetal bovino (FCS) inactivado.

Todas estas soluciones fueron esterilizadas por filtración a través de filtro Millipore

0,22 pm de poro.

¡11.1 .7.-Mltágenoe y reactivos celulares

Empleamos dos tipos de mitógenos: a) Lipopolisacárido (LPS) de Eschericha co¡i

(Bactopolysaccharide W.E. Coli: B5 Difco), y b) Concanavalina A (Con A>, lecitina obtenida

a partir de Cannavalina eusiformis por Calbiochem <Grado A).

Los mitógenos fueron disueltos en PBS a las concentraciones adecuadas, y

esterilizados por calentamiento en baño de agua hasta 100
0C durante 60 mm <LPS), o por

filtración (Con A). Después se mantuvieron congelados a ~20ÓChasta su utilización.

Se utilizó Timidina tritiada (metil-3H-timidina, 3H-TdR), de actividad específica 25

Ct/mmol <102 mCi/mg), a una concentración de lmCi/ml. La timidina diluida a 1/10 fué

utilizada para dar pulsos de 0.5 pCi ó 1 pCi/cultivo. Este producto fue adquirido a The

Radiochemical Center, Amershaw.
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111.1.8.- Fármacos

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

1) Como moduladores de la situación de estrés, se emplearon extractos

saponínicos del Eleuterococus senticosus (Lab Normon).

2) Como modificadores de la intearcción neuroinmune, se ha utilizado el Díetil-

dlthlocarbamato (DTC) <Lab Rhóne Poulenc); sustancia inmunomoduladora, que presenta

efectos dependientes del sistema nervioso central a nivel del córtex.

3) Se emplearon también fármacos con acción sobre los sistemas histaminérgico

y serotoninérgico que, según los casos, pueden actuar como reguladores del brazo elector

de la respuesta inmune, o de la interacción neuroendocrina a nivel central. Entre ellos

destacan: Clorfenlramlna (Cf), Trípelenamína (Tp), Címetidína (Ca, Ciproheptadína <Cy), y

como estabilizador de membrana, el Cromoglícato <Cr>.

4/ Como moduladores de la respuesta inflamatoria se uilizaron: antiagregantes

plaquetarios como Tictopldína <Tc), inhibidores de tromboxano como el Imldazol-alfa-

cetoglutarato («-¡O), anti-inflamatorios inhibidores deprostaglandinas como la Indometacina

(íd), anti-aterogénicos como el Clofibrato (Cl) e inhibidores del complemento como la

Suramína <Su) y Acído flufenámlco (Al).

Para el modelo de dependencia se empleó Morfina base (Mfn) (Unión Química

Farmaceútica S.A.E., del Centro Nacional de Estupefacientes y Psicotropos) para preparar

los “pellets” de liberación retardada según técnica modificada de GIBSONy TINGSTAD

(1970). La composición de los “pellets” es: 75 mg de morfina, 75 mg de celulosa

microcristalina <Avicel), 1.5 mg de estearato magnésico, y 0.75 mg de dióxido de silicona;

obteniéndose comprimidos de 7 x 3 mm. En ocasiones se emplearon “pelletd’ con lactosa

en lugar de morfina para el grupo control. La Naloxona (Nx) se utilizó como antagonista

opiáceo a dosis de 1 mg/Kg en inyección subcutánea, para desencadenar un síndrome de

abstinencia.
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llí.a- TEONICAS Y MODELOS EXPERIMENTALES.

111.2.1.- Modelos experImentales de estrés.

Para el modelo de aislamiento <MS), se emplearon jaulas de plástico, 30x30x25

(PANLAS) con un solo animal por jaula, y se aislan visual y acústicamente entre sí por

paneles de porexpan, en habitación independiente para evitar interferencias. Los animales

tenían libre acceso al agua y ¡acomida, y fotoperiodo luz/oscuridad 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 inmovillzacián (INM) se emplearon bolsas flexibles realizadas especialmente con malla

de hilo metálico sin nudos, trama dos mm., modificación personal del modelo propuesto

por BLECHAy col. (1982), en las que una vez introducido el roedor, se reducía el espacio

con pinzas fijas hasta su inmovilización. Este sistema permitió asegurar una inmovilización

del animal, independientemente de su tamaño, sin producir lesiones físicas, manteniendo

la transpiración, y con una resistencia aceptable a las mordeduras del animal.

Para el modelo de morfinodependencla (MF~, se emplearon “pellet de morfina

según fórmula modificada de GIBSON y TINOSTAD <1970), con la composición indicada

previamente. Para los grupos control, se emplearon “pel/el’ que contenian lactosa. La

técnica de implantación subcutánea es sencilla y rápida, 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 espacio subcutáneo con unas pinzas, y se introduce

el “pellet’, procediendo al cierre de la herida con un punto de sutura.
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lll.2.2.-Obtencl6n de sueros antl-Brucella.

Se obtuvieron sueros de conejo hiperinmune tras inmunizar los animales porvia i.v.

con una suspensión de 2x1 0~ células vivas de 8. abortus 16 M en 0,5 ml. de PBSa pH 72.

Al cabo de un mes se sangraron los conejos y, después de la coagulación de la sangre,

se separó el suero según es habitual en el laboratorio.

lll.2.3.-Determlnaclonn de Inmunoprecípltaclán cuantitativa

Para medirla interacción específica antígeno-anticuerpo y asítener una idea del tipo

de inmunocomplejo que se puede producir, se ensayaron curvas de precipitación

añadiendo cantidades crecientes de antígeno a volúmenes constantes de antisuero según

10

8

O

4

2

inmunoprecipitado <ug/tubo)
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con 0.25 ml de suero antl-Brucells

Fig. 10.-Curva de inmunoprecipitación para tres antígenosdiferentes, en función de su
concentraciónen el medio.

la técnica recomendada por KABAT <1968) <Fig. 10).

Inmunoprecipitado8

— E. abortus
~— Y. enteroc.

—~- E. coil

0,01 0,1 1
cono. antigeno (mg/mí)

M. y Métodos.87



lll.2.4.-Determlnaclón de proteínas

En los complejos antígeno-anticuerpo, previamente disueltos en NaOH 1 N, así

como en los sueros hiperinmunes y en las endotoxinas, se determinaron las proteínas por

la técnica de LOWRYy col. (1951).

lll.2A-Determlnactán de DL ~ para moléculas endotáxicas.

Para estos ensayos, se prepararon una serie de diluciones crecientes de las

endotoxinas correspondientes en PBS. Cada una de estas diluciones se inyecto por vía

ip. o i.v. <0,2 ml/ratón). Los animales se mantuvieron en observación durante 8 días,

registrando las muertes que se produjeran en cada grupo durante todo este tiempo de

observación. Los datos obtenidos se procesaron utilizando un programa (DELETHAL),

especialmente diseñado para estudios de patogenicidad y cálculo de los valores de DL~.

lll.2.6.-Az-iaflla~da slstémlca pasIva <PSA) y determInación del Tie

Para producir cuadros sistémicos de anafilaxia pasiva por inmunocomplejos, se

indujo la hipersensibilización del ratón por medio de la administración i.v. (en el plexo

retroorbital) de 0,2 ml. de antisuero específico <dosis sensibilizante) y después, por la

misma vía, se inyectó 0,2 ml. de la solución endotóxica, previamente disuelta en PBS a las

concentraciones que se indican en el capitulo de resultados. Normalmente se estableció

un intervalo mínimo de tres horas entre el momento de la sensibilización por el suero y la

inyección antigénica desencadenante del shock, según se ha indicado previamente

(PORTOLES y col. 1984>, igual que para la determinación del tiempo medio de muerte

(TL50>.
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lll.2.7.-AnalilaxIs cutánea 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

sensibilización pasiva: a) procurando una sensibilización de piel entera mediante una

inyección intravenosa de los anticuerpos sensibilizantes, es decir; lo que constituye la

propia reacción PCA de OVARY (1958); y b) por sensibilización de areas localizadas de la

piel inyectando intradérmicamente los anticuerpos para dar lugar alo que algunos autores

prefieren llamar reacción cutánea pasiva reversa (PCR) o reacción revertida de anafilaxia

pasiva, que más propiamente pudiera considerarse como un fenómeno de Arthus.

También se provocó una sensibilización general mediante inyección intravenosa del

anticuerpo (0.2 ml. de suero por vía retroorbital) para, 48 horas más tarde, inyectar el

antígeno por vía intradérmica <0.5 pg de albúmina o 0.25 pg de endotoxina en 0,05m1. de

PBS). De este modo se producen en el dorso de cada ratón unas lesiones intradérmicas

en los lugares de administración del antígeno.

Cinco minutos antes de administrar el antigeno, se inyectó 0,1 ml. de azul de Evans

al 0,5% en PBS para hacer visibles los aumentos de permeabilidad. Aproximadamente una

hora más tarde, tiempo suficiente para producir una reacción visible de anafilaxia cutánea,

sacrificamos al animal para determinar el área de las lesiones en la cara interna de la piel.

La intensidad de la reacción se cuantificó calculando la media geométrica de los diámetros

de las distintas lesiones y determinando, después, las variaciones del % de respuesta para

los casos de estrés, o por el efecto de los tratamientos farmacológicos, mediante la

fórmula:

= 100 - <media grupo tratado/media grupo control) x 100.
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lll.a8.-Enaayae de trasformacIón línfoblástica

Se obtuvieron los bazos de los roedores en condiciones estériles, tras sacrificarlos

por dislocación cervical. Los órganos extraídos se trituran en una rejilla de acero inoxidable,

disgregándolos sobre una placa petri conteniendo MBSS frío. Así se prepara una

suspensión que se sedimenta en un tubo mantenido en hielo durante 5 mm. Se recogen

las células sobrenadantes, y se lavan tres veces en MBSS frío 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

suspensión celular a la concentración deseada.

El cultivo de células se efectuó sobre placas microtiter de 96 pocillos a los que se

añadían 200 ~l de la suspensión celular por pocillo (=5x 10~ células/mI>. Después se

añadía el mitógeno correspondiente en volúmenes de 10 pl y las soluciones de fármacos

a la concentración deseada en 20 Ml. En todos los casos se establecieron controles sin

mitógenos.

Los cultivos se mantuvieron 48 h en el incubador de CO2a 37
0C, con atmósfera

de 5% de CO
2 y humedad a saturación. Al cabo de este tiempo se añadió a cada pocillo

un pulso de
3H-TdR <0.SpCvpocillo), y se vuelven a incubar las células otras 24 horas.

Alternativamente se puede dar un pulso de 1 pCi durante las últimas 4 horas de esos tres

días de cultivo.

Pasado el tiempo total de incubación, las células se recogieron sobre filtros de fibra

de vidrio GF/A mediante cosechador automático para recogida de muestras múltiples. Los

filtros con las células se transfieren a viales de vidrio para contador de centelleo líquido, se

añaden 2 ml de líquido 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.pm. de 3H-TdR incorporada. Dicha medida da una idea exacta de

la síntesis de ADN producida durante la proliferación celular.
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lll.2.t-Enaayos de prollieraclán celular en placa.

En ocasiones, particularmente en los experimentos de citometría de flujo (FACS),

se determinaron las variaciones de respuesta linfoproliferativa sobre placas de microcultivo

de 96 pocillos de fondo plano <Costar), y utilizando para la activación, no sólo los

mitógenos a distintas concentraciones, sino también algunos anticuerpos monoespecificos

como el 2C11. Con este procedimiento se mide la actividad celular en función de la

concentración de una enzima mitocondrial en el cultivo: la Succinato-deshidrogenasa, que

refleja perfectamente el grado de viabilidad celular.

Se aplicó el método de MOSSMAN (1983), utilizando volúmenes finales de cultivo

de 0,1 ml. <con 10~ células por pocillo), y después de añadirlos distintos elementos en las

placas (PBS, mitógenos, o anticuerpos), se llevan a incubar con 5% de CO2 y se mantienen

a 370 durante 72 horas. Al cabo de este tiempo se mide la proliferación celular por

reacción colorimétrica (MOSSMAN, 1983) con MTT como substrato; para ello se añaden

20 ml. de la solución de bromuro de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-1) 2,5-difeniltetrazolio <Sigma

M2128) disuelto en PBS (2,5 mg/mI).

Al cabo de 4 horas a 370 se detiene la reacción, en la que se ha originado MiT-

formazán de color azul, mediante la adición de isopropanol ácido (0,1 ml/cultivo de alcohol

isopropílico + CIH 0,04N). El crecimiento celular se determina midiendo las variaciones

colorimétricas en un espectrofotómetro lector de microplacas a 550 nm. y utilizando como

referencia la lectura a 690 nm.

lll.21O.-Determlnactán de lnterieuqulna-2 (lL-~

Para valorar la producción de IL-2 por esplenocitos estimulados por Con A, se

utilizó el método de GILLIS y cols. (1978), determinando la capacidad de los sobrenadantes

de linfocitos esplénicos murinos para inducir la proliferación de células CTLL-2, cuya

capacidad de crecimiento depende de la cantidad de IL-2 presente en el medio.
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Se eliminó del medio de cultivo de dichas células elfactor de crecimiento, por medio

de 3-4 lavados. Se colocaron 100 pl de suspensión conteniendo 4000 células CTLL-2 en

cada pocillo de una placa microtiter, junto con 100 pl de una serie de diluciones del

sobrenadante a ensayar, y se dejan en incubador de CO2 a 37
0C durante 20 h; al cabo

de este tiempo, se añade 1 pCi de 3H-TdR a cada pocillo y, después de 6 h, se recogen

los cultivos en un cosechador automático múltiple para determinar la incorporación de

timidina tritiada (medida en c.p.m.) en un contador LKB para medir radiaciones beta.

Como control, en estos ensayos de actividad de lL-2, se utilizaron sobrenadantes

de rata Lewis estimulados por Con A, cuya actividad se había valorado previamente

respecto a la de un sobrenadante de células esplénicas de rata Wistar, CSIB-1, procedente

del Instituto Suisse de Recherches Experimentales sur le Cancer, que contenía 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 Producta, 120-150 u de IL-21m1), y una

IL-2 humana recombinante (Amersham ARN 1010 5x1 0~ u de IL-2/ml). Los datos se calculan

según un análisis Probit de los resultados mediante programa informático.

Los sobrenadantes control de esplenocitos de rata Lewis se prepararon por

disgregación del bazo según técnica habitual. El sedimento se suspendió a 37W durante

3 mm. A continuación añadimos medio K frio para detener la reacción, centrifugamos la

suspensión 5 mm a 250x g. Las células del sobrenadante se ajustan a 5x1 06/ml en medio

K con 5% de FCS y se les añade Con A (5 pg/ml), incubándose en frascos de cultivo, a

370C en atmósfera al 5% de CO
2 y humedad a saturación. A las 24 h se centrifuga la

suspensión celular a 200 x g durante 10 mm por dos veces. El sobrenadante final se filtra

a través de filtros Millipore con poro de 0.22 pm y se conserva en congelación a -20W

hasta su utilización.
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lll.2.11.-ActMdad citotáxica de células MC

Se basa en situar en el mismo medio células efectoras y células diana. Así, se

seleccionan células linfoides del bazo, según se explicó previamente, y se enfrentan a

células YAC-1 usadas como diana para células NK de ratón siguiendo el método descrito

previamente por ROJO y cols., en 1986.

Las células YAC-1 se marcan con cromo 51Cr cuando se encuentran en fase de

crecimiento exponencial. Se recogen 5x106 células/mí, se centrifugan a 250 x g duranteS

mm, y se resuspenden en medio It Se añade cromato sódico marcado con 51Cr a razón

de 0.1 mCi/5x106 células, quedando éstas a una concentración final de 106 células/ml. Se

incuban, en tubo, durante 60-90 mm a 37W en incubador con 5% de CO
2 y humedad a

saturación, con agitación ocasional. A continuación se lavan 3 veces en MBSS y una vez

en medio K~ se centrifugan 5 mm a 250 x g, para eliminar el
51Cr sobrenadante. Se

resuspenden en medio K y se ajustan a 10~ células viables/mí, previo recuento con azul

tripano.

Como células efectoras, en el ensayo de actividad NKse han utilizado suspensiones

de esplenocitos murinos. Se lisan esplenocitos según el método habitual, y se ajusta la

suspensión celular a 2x107 células/ml de medio K con 10% de FCS. A continuación se

preparan mezclas de estas células efectoras con células YAC-1 (células diana) a distintas

proporciones. Los ensayos se realizan mediante incubación durante 18 h en incubador de

CO
2 y deteniendo la reacción con medio MBSS frio.

Los resultados se expresan en % de lisis específica o en unidades líticas, se

considera una U.L el número de células necesario para obtener un 33% de liberación

específica de
51Cr. Losdatos de lisis obtenidos se procesan mediante programa informático

<PORTOLES y MARQUEZ, 1987).
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111.2.12.-Recuento de plaquetas

Para la cuantificación de plaquetas hemos utilizado el método indirecto de FONIO,

según lo descrito anteriormente por SUAREZ- PEREGRIN <1947). Partimos de 0,1 ml. de

sangre que so mezclan rápidamente con 500 pl. de sulfato magnésico al 14%. Con esta

mezcla se hacen varios frotis, que una vez secos se tiñen con MAYGRUMWALD-GIEMSA.

En estas preparaciones se cuenta la proporción de hematíes y plaquetas en varios

campos. Después, haciendo un recuento de hematíes, se puede calcular el número

absoluto de plaquetas según la proporción previamente determinada de

hematies/plaquetas.

111.21 3.-Recuento de ecaináfilos

Se utilizó como indicador de variacionesde actividad adreno-cortical <MARTIN y col.,

1954; HOPWOOD y TIBOLLA, 1958); y se realizó 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 la marca 1.0 y se

completa con el liquido de dilución hasta la marca 11.0; se agita la pipeta durante 2

minutos, se descarta el líquido diluyente de la porción capilar y se toman muestras del

resto (en el que están suspendidas las células) para depositarías sobre un hemocitómetro

y realizar la lectura después de 15 minutos, tiempo en el que se lisan todos los linfocitos

excepto los eosinófilos.

111.2. 1 4.-Preparación de células para su utilIzación en cltofluorometrfa de flujo (FACS)

Se utilizó esta técnica con propositos de caracterizar fenotípicamnete 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 DiO (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 DiO control, células

DiO tratadas con Ok 1.5 y células de bazo de ratón BALB/c, en la proporción de 250.000

a 500.000 células/pocillo <50, 100 y 150 pl de suspensión 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 añaden los anticuerpos;

éstos, previamente, se habían preparado a concentraciones adecuadas de lOa 100 hg/ml

y de ellas se añaden de iSa 100~¡l de la solución de anticuerpo, realizando después una

buena suspensión por repetidas succiones con la pipeta automática. Antes de añadir los

anticuerpos monoespecíficos se añade un 10 % de suero normal de rata o ratón (en

función del origen de los anticuerpos) para evitar, mediante saturación 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 “solución de tinción” (PBS + 2 % de suero fetal de

ternera + 0,1 % de azida sódica), antes de añadir el segundo anticuerpo -generalmente

acoplado con fluoresceína- que había de reconocer al primero.

Este segundo anticuerpo, se añadió y resuspendió 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 pl). Se añadieron 100-200 pl de p-formaldehido

como fijador y se resuspendió como habitualmente, completando con PBS hasta 500

pl/pocillo.

Las placas así dispuestas se cubrieron con papel de aluminio y se mantuvieron en

nevera hasta su lectura en un citofluorimetro de flujo EPICS-C <Coulter), ajustado para

excluir las células no viables.
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111.2.15.- DetermInacIón de nIveles de cortícosterona en suero.

La corticosterona, glucocorticoide endógeno 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 NaOH0,25 M y 4 ml de cloruro de

metileno en un pequeño embudo de decantación; después de agitar durante 1 minuto, se

deja decantar y se ¡aya a continuacion, con agua, la capa de disolvente orgánico,

transfiriéndola a un erlenmeyer de 5 ml donde se evapora en vacio a 3Q0 C. El residuo se

disuelve en 50 j¡.1 de metanol y se inyectan 25 pl de solución en una columna de vidrio.

Para la curva de calibración se utilizó solución de albúmina al 3 % con

concentraciones variables de corticosterona <Sa 30 ug/1 00 mI) y se dispone un estandard

interno de 10 ug/100 ml.

Como fase móvil empleamos una mezcla de acetonitrilo: sulfúrico al 0,03% (40:60),

trabajando a 300 C.

En primer lugar se preparan muestras control de suero de ratón con 300

ng/inyección de cada patrón 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 muestras de suero de ratón.

lll.3.-ANALISIS DE LOS RESULTADOS

.

Para el análisis y comparación de datos, tanto de DL~ como TL~, se utilizó un

programa informático <MARQUEZy col. 1990). Las relaciones entre indice de supervivencia

y tiempo fueron ajustadas mediante lineas de regresión por mínimos cuadrados y

calculados sus indices de correlación. La comparación estadística de medias se realizó

mediante t de Student, para datos independientes, tras comprobar las condiciones de

aplicación. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de p =0,05.
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Fig. 11.-Perfilesdeespectros-patrónde diversasmoléculasdeterminadasporHPLC según
elmétodode SHIMLZU y col. 1983.
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En primer lugar consideramos necesario realizar algunos estudios preliminares en

relación con los modelos experimentales que van a ser ensayados. Su puesta a punto

requiere, tanto el conocimiento de las posibilidades de ejecución, como la cuantificación

de alteraciones en el estado de salud física de los animales y de las variaciones en

aquellos parámetros que puedan ser reflejo de su estado anímico, nutricional y de

desarrollo. Los datos obtenidos permiten establecer condiciones técnicas normalizadas y

conocer algunos parámetros-tipo sobre los que determinar posibles variaciones, que

reflejen alguna interacción neuroinmunitaria.

IV.1 .- ESTUDIO PREViO DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES

IV.1 .1 .-Modelo8 experimentés de estés.

Según 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 (MS); c) inmovilización (lNPwt; y d) morfina-dependencia <MF!~.

En principio se establece un examen comparativo, en cuanto a distintos parámetros

del comportamiento (Tabla VI), para disponer de unos perfiles de actitud en cada caso. Se

objetivó una disminución 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 experimentó un leve incremento (7% respecto a los controles) que se

correlacciona con un mayor consumo de nutrientes. La actMdad motora se ve muy

aumentada en las situaciones de aislamiento y morfinodependencia, acompañada en el

último caso de intranquilidad, irrItabIlIdad, y tensión muscular aumentadas. Como era de

esperar, en los animales morfinodependientes se incremente significativamente la
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analgesia, con cambios variables en los otros modelos.

Nos llamó la atención el hecho, inicialmente accidental, de que cuando en el grupo

de animales sometidos a inmovilización, alguno de ellos tenía posibilidad de autoliberación,

sus parámetros de intranquilidad, analgesiay tensión muscular se modificaron con relación

al resto del grupo experimental (Tabla VI). Esto nos llevó a establecer, en algunas

ocasiones, dentro del grupo de estrés por inmovilización forzada, un subgrupo al que se

le daba una cierta posibilidad de autoliberación.

Para cuantificar el grado de estrés alcanzado en los distintos modelos

experimentales, se han controlado las variaciones de glucocorticoides endógenos en el

suero de ratones, efectuando siempre las determinaciones entre las 12 y 13 horas del día

y a los 30 a 45 minutos de haber finalizado la situación 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 días más tarde, para

comprobarlas posibilidades de recuperación; los datos obtenidos se resumen en las Figs.

12 y 13. En ellas se observa una elevación significativa de los niveles de corticosterona en

el modelo de inmovilización a los treinta minutos (media ±ds: 42,5 ±5,2; p=0,05), y a las

seis horas de terminar la inmovilización (media ± ds: 39,8 ± 4.7; p=0,05). Así se

comprobó que el nivel de COR iba disminuyendo progresivamente en función del tiempo,

para normalizarse a los seis días. 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 elevación a los 30 minutos, que continúa a las 6

horas (media ±ds 61 8 + 8,6y 66.5±5,9respectivamente; p=0,01), disminuyendo con

posterioridad.

Quisimos estudiar el fenómeno con más detenimiento, produciendo síndromes de
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Figs. 12 y 13.-Niveles de corticosteronasérica (COR) de ratonesBALB/c sometidosa
situacionesdeestrés:Hacinamiento(HAC),Aislamiento(MS),Inmovilización(INM),
Morflnodependencia(MFN),“Pellet’placebo (PR)y Síndromedeabstinencia(P+N).
Las determinacionesse hacenen diferentestiempos a partor de que finalice la
situaciónde estrés.

abstinencia mediante la administración subcutánea de naloxona (Nx) (1 mg/Kg) y

utilizando, como controles, ratones a los que se había implantado un “peIIef’-placebo sin

morfina. En la Fig. 13 se expresan las variaciones producidas a los 30 mm (media ±ds:

312 ±23;p=0,OOlrespectoalcontrol, p=0,01respectoaMFN), 6horas(media ±ds:308

±18) y 24 horas (media ±ds: 295 ±17) de desencadenardicho síndrome de abstinencia.

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

significativas.
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IV. 1.2- Modelos de anafilaxIa experimental.

IV.1 .2.1,-Anafilaxia sistémíca oaslva <PSA)

.

Partimos, como referencia, de la curva de precipitación cuantitativa establecida en

el método original con endotoxina y suero antl-B. abortusy sobre ellaseñalamos las zonas

de equivalencIa y las cInco proporcIones de Ag/Ac sobre las que es posible realizar este

estudio previo (Flg. 14). Así diferenciamos entre el punto de máxima precipitación <relación

AgIAc = 1/1>, dos puntos con exceso de anticuerpo (relaciones AgIAc = 0,25/1 y 0,511)

y otros dos más en la zona con exceso de antígeno <relaciones Ag/Ac = ~‘1 y 3/2).
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Realizamos curvas de precipitación en funcion de la dosis de antígeno para distintas

toxinas (8. abortus, E.col¿ Y enterocolítica), como aparece en la Fig. 10 del apañado de

métodos, seleccionanado la EDTX de Sabortus por presentar mayor precipitación de

inmunocomplejos Vn vitro”.

Hemos comprobadopreviamente las diferencIas detoxicidad de distintas moléculas

endotóxicas sobre ratones BALB/c, C57B1¡6, y CSH; estos últimos, en principio, con una

mayor resistencia a la acción endotóxica directa, tal como se resume en la Tabla VII. 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 acción

endotóxica. El resto de los valores de DL~ son comparables a los datos obtenidos por

otros autores para distintas endotoxinas procedentes de enterobacterias (BAKER y

WILSON, 1965; LEONO y col. 1970; DIAZ y BOSSERAY, 1974).

Utilizando estas proporciones de suero/endotoxina se pueden desencadenar

cuadros de shock anafiláctico por inmunocomplejos (IC). Determinamos el TL~ e indice de

TABLA VIL— Variaciones encontradas en los valores de DL5O
(jig/ratón) para ratón, segúnel tipo de molécula endotóxica y la
raza del animal.

Estirpe
murina

B. abortus Y.enterocolitica E- coli

BALB/c 258 135 199

CS7BÍ/6 296 137 203

CJH >16a0 >1600 >1600

1.-Las moléculas endotóxicas fueron obtenidas por el Dr. Ramón Diaz en
la Universidad de Navarra.

2.-Valores referidas a ratón de 28 + 0.7 gr. e inyección 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). Así encontramos que la raza BALB/c resulta la más

apropiada para este estudio, ya que las demás razas desarrollan TL~ excesivamente cortos

para valorar variaciones posteriores (en algunas ocasiones inferiores a dos horas). Por otro

lado, esta raza es la más sensible a las variaciones en la proporción Ag/Ac.

Seguidamente, en el gráfico de la Fig. i6, se comparan los resultados de TL~

obtenidos en función 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 menoractividad inmune, con TL50 prolongado, mayor dispersión

de resultados, y diferencias menos significativas para diversas proporciones de Ag/Ac.

Estas variaciones pueden deberse a una disminución de la actividad inmune en los

animales más viejos.

A la vista de estos datos y dado que la <elación Ag/Ac=fl :1 ya ha sido obieto de

estudios previos (PORTOLES y col., 1986), decidimos limitar el análisis del fenómeno

anafiláctico a dos situaciones extremas en las que existe un exceso de antígeno (Ag 3/Ac

2) o, por el contrario, un exceso de anticuerpo <Ag 0,25/Ac 1). En el primer caso se

producirán IC más pequeños, de más rápida eliminación, y con activación del

Complemento; mientras que en el segundo, se formarán macrocomplejos Ag/Ac de lenta

eliminación y sin capacidad de activar el Complemento.

Es lógico suponer que los lO formados “in vivo” dificilmente van a mantener las

proporciones de los elementos ¡-eaccionantes inyectados, antígeno y anticuerpo, como

sucedería en una inmunoprecipitación “fn vito”; pero lo que sí es evidente, según se

deduce de los resultados que hemos obtenido (Fig. 16), es que se observan

modificaciones en el carácter patogénico de los lO formados que parecen mantener una

cierta relación con las dosis de antígeno inyectadas.
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Fig. 16 .-VariacionesdelTL~ enfunciónde la edad (8 y36 semanas)en ratonesBALB/c sometidos
a reacciones de PSAcontresproporcionesAg/Ac distintas.
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Se han ensayado tratamientos con Suramína, un inhibidor del sistema de

Complemento, para completar el estudio de los modelos de PSA con varias proporciónes

de Ag/Ac. De este modo, se demostró que las diferencias de presentación 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 activación del Complemento observada ‘in vito”,

se mantiene en el modelo de PSA (Tabla X).

También se realizaron ensayos de reacciones de anafilaxia sistémica (PSA) con el

sistema homólogo ESA-antiBSA. Como se puede comprobar en la Fig. 17, la reacción de

PSA heteróloga y con antígeno endotóxico es más intensa que cuando se ensaya

antisuero de ratón (anti-BSA) con albúmina bovina (BSA= TL(a media: 12.8 horas,

Mortalidad 5&3%; EDTX= TL~ media: 7k6 horas, Mortalidad 916%)

IV.1 .2.2 Anafilaxia cútanea pasiva

.

En la reacción de anafilaxia cutánea pasiva <PCA>, que constituye el otro modelo

ensayado de inmunidad en animal vivo, se trata de producir anticuerpos dermo-

sensibilizantes, y desencadenar después una reacción dérmica con el antígeno

correspondiente.

Empezamos por determinar el intervalo óptimo de inmunización con albúmina

bovina (BSA), con objeto de obtener en suero, un nivel suficiente de anticuerpos reagínicos

que permita desencadenar, posteriormente, la reacción de PCA. Para ello, se establecen

diferentes intervalos entre la administración intraperitoneal de BSA, y la obtención del

suero; estos sueros se emplean para desarrollar reacciones de PCA. La Hg. 18 muestra

la relación entre los intervalos de inmunización, y las lesiones dérmicas obtenidas. De este

modo, obtenemos un intervalo óptimo próximo a los 10-12 días, para las das razas de

ratón ensayadas (BALB/c, C3H).
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Después, determinamos el intervalo óptimo entre la administración intravenosa del

antisuero y la intradérmica del antígeno (modelo PCA de piel completa), lo que señala 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 reaccción.

Como se puede ver, por los datos obtenidos, una reacción óptima para nuestros

propósitos experimentales se obtiene con suero de ratones BALB/c inmunizados 10 días

antes con albúmina bovina, de los que se obtiene el suero sensibilizante, y manteniendo

un intervalo comprendido entre 4 y 6 días desde la administración intravenosa del antisuero

a la intradérmica del antígeno.

También se han realizado reacciones de PCA con los sistemas antígenicos

finalmente seleccionados <EDTX y BSA) para establecer comparaciones dependiendo de:

a) la influencia por la homología existente en el anticuerpo sensibilizante; y b) según que

el tipo de sensibilización fuera sistémico (piel completa) o cutáneo (reacción revertida a

nivel local). Se demuestra que las dosis sensibilizantes son mayores para el sistema EDTX-

antiEDTX, en el modelo de piel completa, que para el sistema BSA-antiBSA (0.25 ml vs 0.08

mi); obteniendose una lesión de menor diámetro (Smm vs amm). Por este motivo,

seleccionamos el sistema homólogo BSA-antiBSA, en las dos modadilidades de

sensibilización, para el estudio de las reacciones de anafilaxia cutánea (Fig. 20).

IV. 12.3. 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. Así comprobamos si las manipulaciones a que son sometidos

los ratones, dificultan la correcta interpretación de los resultados. En la Fig. 21 se resumen

los cambios en el nivel de COR al administrar los diferentes agentes. La administración de
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0,1 ml de PBS o de 0,1 ml de suspensión de antígeno de Brucella produjeron leves

variaciones sin significación estadística. La administración de antisuero frente a EDTX

tampocoprodujo cambios estadísticamnetesignificativos. La disminución de corticosterona

es menor aún, cuando se ensaya en un sistema homólogo sin intervención de endotoxina

(resultados no mostrados). La estirpe C3H revela unos cambios similares. En su conjunto

las diferencias no son importantes, y por tanto podemos descartar en principio

desviaciones metodológicas significativas.

Cuando esta determinación de corticosterona se efectúa en las reacciones PCA,

también secomprueban ligeras variaciones, aunque de signo contrario atas anteriores. Por

ejemplo, la inyección intradérmica de suero produce una discreta elevación en el nivel

esteroide, que es algo más acentuada en presencia de suero de conejo heterólogo (Fig.

22); mientras que con la inyección intravenosa del antígeno se produce, en ambos casos,

una disminución de la cantidad de corticosterona en suero. En situaciones en las que se

produce la reacción PCA, se observa un aumento del nivel de corticosterona, que es

transitorio, puesto que 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 patrón determinado. Aún siendo mas marcadas en el modelo EDTX-

antiEDTX, carecen de significación; y por tanto no interferirán en las determinaciones a

realizar posteriormente.
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IV.1.2.4. Perfil inmunolápico de la respuesta anafiláctica

.

Para comprender mejor las posibles modificaciones de respuesta anafiláctica

durante las situaciones de estrés, determinamos las variaciones de diversos parámetros

inmunofarmacológicos durante el proceso de reacción arialiláctica slstémica (PSA). Para

ello, cuantificamos las respuestas blastogénicas mitógeno-inducidas, la síntesis de IL-2 y

la actividad citotóxica de células NK

Realizamos los ensayos en el modelo de reacción anfiláctica frente a

inmunocomplejos anti-endotoxina de Brucella (aEBr) y Colibacilo (aECo) y frente a

inmunocomplejos anti-albúmina (aBSA), en una proporción 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 anafiláctico.

Los resultados obtenidos, en relación con la respuesta llnfoprolllsrativa, se resumen

en las Figs. 23 a, b y c. Como puede verse, se produce una significativa estimulación de

la mitogénesis intrínseca (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 presenciade mitógenos (ConA= 11 O%y LPS= 132%; respuestas respecto

al control p= n.s.) por la interacción de las sustancias activadoras de linfocitosTy 6 (ConA

y LPS respectivamente). En el caso del sistema inespecífico de EDTX de Ecol~ frente a

suero anti-Brucella, aparece un efecto mitogénico intrínseco menor (200%), presentando

incluso una inhibición al interactuar con ConA (78%). En todos los casos de PSA, con

utilización del sistema BSA-antiBsA, se observa una inhibición variable de la respuesta

blastogénica, que solo es significativa en las determinaciones realizadas con mitógenos

(ConA y LPS) a las 4 horas de desencadenar la reacción de PSA (Fig. 23).

La actividad de células 1, valorada en función de su capacidad de producción de

IL-2 en respuesta a mitógenos, se ve incrementada en ambos modelos endotóxicos (a

abortusy Eco/O. Este efecto se aprecia a las 6horas de producirse el cuadro de PSA (con
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126% y 114% de respuesta respecto al control, respectivamente). Sin embargo el modelo

BSA-antiBSA presentó una disminución de la respuesta que se mantuvo a las 6horas <Fig.

24).

La actMdad de células NK se valoró por su citotoxicidad frente a células YAC-1,

apreciandose una inhibición variable en todos los casos y que es menos acusada en el

caso del sistema homólogo BSA-antiBSA. Para el modelo de PSA con EDTX de Brucella,

se objetiva una disminución del 13% (45% de lisis específica frente al 58% en el grupo

control; ps 0,05) que tiende a normalizarse a las 4 horas (Fig. 25).

Por otra parte, en estos cuadros de anafilaxia, sea cual fuere el agentesensibilizante

(EDTX o BSA) (Fig. 26), aparece una ligera disminución <variable según los casos) en los

niveles de corticosterona, un acusado aumento en el número de eoslnólllos (que pasan

en sus valores medios de 93,7 Eos/pl a 165,6 Eos/¡±lpara EDTX, p=0,05; ya 156,2 Eos4¡l

para BSA, ps 0,05) y una disminución en el número de plaqueta circulantes (que pasan

de 140.000 Pq/pl a 58.800 Pq/pl para EDTX, p=0,05;92.430 Pq/pl para BSA, n.s.) (Fig. 26).
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Fig. 24 .-ProduccióndeIL-2 (% respectoal control)enratonesBALB/c sometidosa PSA
por tres sistemasAg/Ac diferentes.Se determinana las 2 y 6 h. de iniciar el cuadro.
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íV.a RESPUESTA INMUNE EN SITUACIONES DE ESTRES EXPERIMENTAL

células totales 1 bazo

IV.2.1.-Perfll lnmunofarmacoláglco 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 ratón

sometido a una situación de estrés mantenida durante una, dos, o tres semanas, para

cuantificar el número de esplenocitos totales por animal. Los resultados se expresan en la

Fig. 27, observándose en la primera semana una marcada disminución (estadísticamente

significativa) para el modelo de inmovilización, mientras que el aislamiento no provoca

apenas cambios en este tiempo. Los modelos de hacinamiento, y aislamiento requieren

dos o tres semanas, respectivamente, para alcanzar una depresión similar a la de la

primera semana de inmovilización, que tenga significación estadística (p=0,05>.
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Tiempo transcurrido
Núm. de células x 1O000.OOO 1 bazo

Fig. 27 .-NúmerototaldeesplenocitosenratonesBALB/c sometidosasituacionesdeestrés
por MS, I-IIAC y INM duranteuna,dos o tressemanas.
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Grupos de animales
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—R— Inmovilización

En los esplenocitos obtenidos, se determinan las respuestas blastogérilcas 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 último- no son tan efectivos para producir una situación de estrés que

altere la respuesta inmunitaria. Los valores medios expresadosen % respecto a respuesta

control fueron: HacInamIento <MAO): PBS = 102%, ConA = 97,2%, LPS = 90,2% (p= n.s>;

AislamIento <AIS): PBS = 99%, ConA = 102%, LPS = 92% (p= ns.); lnmovtaclán <INVv»:

PBS = 97,2%, ConA = 45% (Ps 0,05), LPS = 78% (PS 0,05); Morfinodependencla (MF~:

PBS = 57% (ps 0,05), ConA = 30% (PS 0,01>, LPS = 61% <ps 0,05> (Fig. 28>.
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PB8 Con A LPS
Grupos experimentales

— MAC ~ A18 ED INM

* pc 0,05, ~ pc 0,01 respectoal control
Fig- 28 .-RespuestablastogénicaenratonesBALB/c sometidosacuatromodelosde estrés

(MS, HAC, INM y MFN) duranteuna semana.Se determinala blastogénesis
intrínsecaCPBS~e inducida<CoriAy LPS~y se exuresacomo% resuectoal control.

La respuesta blastogénica se estudia más detenidamente en función del tiempo y

empleando ambos mitógenos: LPS (para linfocitos E>, y Con-A (para linfocitos 7). Como

puede verse en la Fig. 29, donde se comparan los cuatro modelos, se produce, para el

modelo de lnmovtacl6n (lNh~, una disminución en la respuesta de mitogénesis intrínseca

que alcanza su máximo a las 24 horas (21% de diferencia respecto al contro~ para

recuperarse posteriormente a los Odias. Esta inhibición en la proliferación es más acusada
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cuando se usa ConA, y se presenta desde los primeros 30 minutos (ConA: 50%; LPS:

78%) tendiendo progresivamente hacia (a normalización. El modelode morfinodependencla

<MFN) produce una depresión más marcada y de mayor duración, puesto que para todas

las situaciones presenta su máximo a las 24 horas (PBS: 42%; ConA: 25%; LPS: 61%), y

su efecto se mantiene a los seis días (PBS: 49%; ConA 48%; LPS 78%) <La significación

estadística se detalla en la Fig. 29).

Las curvas obtenidas en función del tiempo para los parámetros que acabamos de

analizar <PBS, LPS y ConA), se correlacionan con las variaciones de cortlcoeterana en

función del tiempo obtenidas previamente (Figs. 12 y 13).

Una vez más, en nuestras condiciones de trabajo, se comprueba que el estrás

alcanzado en los grupos de hacinamiento y aislamiento, no es suficiente para producir

elevaciones relevantes en el nivel de OCR sérica, ni para inducir variaciones significativas

en las respuestas blastogénicas, lo que los hace poco apropiados para nuestro propósito.

Esto nos lleva a continuar el estudio utilizando únicamente los modelos de inmovilización

y de morfinodependencia.

Se ha realizado un estudio más detallado de las modificaciones producidas por la

inmovilización (Fig. 30) y la morfino dependencia (Figs. 31 a y b) en la respuesta de las

células 1, que hablan demostrado ser las más afectadas. Para ello, se ha ensayado la

influencia de la concentración del mitógeno en el medIo (1 y 3 pg de Con Alpocillo,

respectivamente>, y se ha estudiado la respuesta de las células CD3~ frente al antisuero

monoespeciflco 2011 a las concentraciones de 0.5 y 1 1d/pocillo, respectivamente. Las

situaciones de estrés se mantuvieron, en ambos modelos, durante una o dos semanas

para estudiar las variaciones en función del tiempo de duración de dicho estrás. Al finalizar

(os tratamientos estresantes, se determinaron los niveles de corticosterona, como índice

de la reaccion de estrés del animal frente a la agresión y las respuestas blastogénicas,

como índice de actividad del sistema inmune <Fig. 32).
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* p< 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001

Fig. 29 -Blastogénesis(intrínsecaeinducida)enratonesBALB/c sometidosaestrésporHAC,MS,
INM y MFN. Determinacionesrealizadasa los 30 miii., 24 h. y 6 díasde finalizar la situación
de estrés.

30 m¡n 24 horas 6 días

Grupos y tiempos de observación

30 mm 24 horas 6 dias

Grupos y tiempos de observación

30 mm 24 horas 6 días

Grupos y tempos de observación
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Fig. 32.- Nivelesde CORen ratonesBALB/c sometidosa 1 6 2 semanasde estrés.Incluye INM,
MFN, síndromede abstinencia(MF+Nx) y placebo(P/PÓ).
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Para el modelo de Inmovitaclán (Fig. 30) se comprueba de nuevo una discreta

depresión de la blastogénesis intrínseca con tendencia a revertir cuando se mantiene el

modelo dos semanas (PBS 1a semana: 84%, 2a semana 87,3% respecto a la respuesta

control, p= n.s.). La mitogénesis ConA inducida confirma una inhibición en la respuesta,

que se mantiene la segunda semana, y en ésta revierte aumentando la dosis de mitógeno

(En la 2a semana: 1 pg de ConA 35,4%, 3pg de ConA 51,8% respuesta respecto control;

Ps 0,05>

En el ensayo con antisuero monoespecífico 2011 (frente a 003+), se observa una

depresión mayor durante la primera semana <para 0,5 pl: 38,2%y 44,5% de respuesta para

la lay 2asemana; ps 0,05 frente al control) que no se corrige al incrementar la dosis de

2011 (ipí: 35,2% y 38,4% de respuesta para la 1a y 2a semana Ps 0,05 respecto al

control) -

Para las células LPS sensibles (linfocitos B>, se produce una depresión que

aumenta al mantener el estrás durante dos semanas <i a sem.: 63,2%; 2a sem.: 55,2%). Por

tanto, podemos afirmar que los ensayos referentes a PBS, ConA (apg) y 2011 siguen el

patrón que cabría esperar una vez conocidos los niveles de corticosterona (Hg. 32>.

En cuanto a los cuadros de estrás por morfino-dependencla, en el modelo de una

semana (Rg. 31 a), se produce una depresión significativa de la proliferación celular,

especialmente a nivel de linfocitos T (1 pg ConA: 53,8%, 2011: 78,3% de respuesta) y que

desaparece al aumentar la dosis de mitógenos (3 pg ConA: 95,4%; 1 pl 2011: 93,6%; p~

n.s. frente al control). La respuesta a LPS se encuentra algo más deprimida que en el

modelo de INM para el mismo tiempo (LES: 61,7% de respuesta respecto a control).

En la segunda semana de adición (Fig. 31 b) se observa una depresión todavía

mayor que sigue siendo más marcada para linfocitos T, y que solo se corrige parcialmente

al elevar la dosis de mitógenos (1 pg ConA: 13%, p=001; 3pg ConA: 39%; 0,5 pl 2011:

19%; 1 pl 2011: 25% respuestas respecto al control). Para células LES sensibles, también
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se produce una inhibición más acusada <LPS 1a sem.: 61,7%; 2a sem¿ 41%). La

mitogénesis intrínseca, que no expresaba alteraciones durante la 1a semana, se afecta en

la segunda <94,6% y 56,6% respectivamente).

La colocación de un “pellet’ placebo con lactosa, conlíeva alteraciones moderadas,

con gran variabilidad individual (nosignificativas), que desaparecen en la segundasemana,

y que están en relación con el estrés quirúrgico que supone el método.

La provocación de un síndrome cJe abstinencia, mediante la administración

parenteral de naloxona (Nx), asocia una inmunorrestauraciónvariable según los parámetros

considerados paralos dos modelos temporales <Fig. 31 a y b). Así, se obtuvieron cambios

signifiactivos en la mitógenesis inducida por 1 pg de ConA (en ia y 2~ Semanas);

mitógenesis en presencia de 2C11 (0,1 pI, en la la Semana; y 1 pl en la segunda); y

mitógenesis LPS-inducida. El uso de este fármaco <Nx) en los grupos controles placebo,

asada en general discretísimas variaciones en el modelo de una semana, y ninguna

variación en el de dos semanas.

Este estudio a nivel de proliferación linfocitaria se completa con la determinación

de las variaciones en la capacidad de síntesIs de IL-2 mostrada por las células Tobtenidas

del bazo de ratones sometidos a distintos tipos de estrés durante una semana. En la Fig.

33 se puede ver que apenas se produce inhibición en la síntesis de IL-2 para los grupos

que padecen una situación de aislamiento o hacinamiento; sobre todo en el primero de los

casos, mientras que en los grupos sometidos a inmovilización sise observan variaciones

significativas, que son más intensas en los cuadros de estrás por morfinodependencia. En

ambos casos la depresión es mayor a las 24 horas, y Vende a normalizarse a los seis días

(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 estrás, existe un caso particular dentro de los grupos de

inmovilización, y a ello hicimos referencia al principio. Este es el caso de aquellos animales
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— CTA ~ AlE mi HAC INM mi MFN

* p 0,05 frente a grupo control

Hg. 33 .-SlntesisdeIL-2 tras sometera ratonesBALB/c a situacionesdeestréspor MS,

HAC, INM y MFN. Variacionesexpresadasen % delisis específica.

a los que se daba oportunidad de autolíberaclón y en los que se observa una estimulación

de la respuesta blastogénica intrínseca en presencia de PBS, y también, en las mitogeno-

inducidas por 1 ug de Con A, pese a tener un nivel sérico de corticosterona más elevado

que en condiciones normales; sin embargo las variciones en células LPS-sensibles eran

semejantes a las observadas en los grupos inmovilizados y sin posibilidades de

autoliberación (Fig. 34>. Sin embargo, los resultados presentan una cierta depresión con

gran variabilidad indMdual, posiblemente esto se deba a la dificultad de normalizar el

modelo en cuanto al tiempo final de inmovilización.

En relación con las modificaciones a nivel de respuestas de citotoxicidad natural,

se observa una disminución en la actMdad de células MC de origen espiénico procedentes

de ratones sometidos a una situación de estrás por inmovilización; y también, en los casos

de morfinodependencia con desarrollo o no de un síndrome de abstinencia. En la Fig. 35

se establece un examen comparativo de ambas situaciones en función de los tiempos de

observación. Así se comprueba que el estrás por inmovilización tiene menos efecto sobre

las respuestas decitotoxicidad natural (INM lasem.: 49% de lisis específica, 2asem.: 44%

Resultados. 125

30 mm 24 horas 6 dias



% Respuesta control cOFt (hg/lOO mí)
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A las 24h. ~Alos6d.mi A los 30 mm.

p = ns. respecto el control

Fig. 34 .-Variacionesenrespuestaslinfoproilferativasy nivelesdeCOR
inmovilizados,peroconposibilidadde autoliberación.

enratonesBALB/e

p=0,05 respecto al control> que en las situaciones de morfino dependencia (MFN 1~ sem.:

46% y 2~ sem: 49% de lisis específica; p=0,05 respecto al control). Esta inhibición se

acrecienta aún más cuando se desencadena un síndrome de abstinencia por

administración parenteral de naloxona 30 minutos antes de valorar la lisis específica frente

a células YAC-1 (la sem¿ 31%; 2a sem.: 29% de lisis específica).

En los otros casos de estrás menos efectivo, por aislamiento y hacinamiento, e

incluso en casos de inmovilización con posibilidades de autoliberarse, no se observaron

variaciones significativas a nivel de actividad citotóxica en las células NK esplénicas de

origen murino <Figs. 25 y as>.

Los datos resumidos en la figura 36, recogen los recuentos de eoslnótlloe y

plaquetas, en situaciones de estrés por inmovilización y morfino dependencia, sin que

existan fenómenos de hipersensibilización. Reflejan disminución en el número de EOS (que

es significativa para el caso de la MFN) y apenas se aprecia algún cambio significativo en

el número de plaquetas, en relación con niveles de COR, elevados en ambos modelos.
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Ante la clara evidencia de una situación de inmunodepresión coincidente con los

cuadros de estrás de MFN e INM, hemos querido profundizar en el conocimiento de la

función linfocitaria. Para ello se han estudiado los cambios en la expresión funcIonal de las

moléculas de superficie de las células inmunocompetentes, confirmando previamente por

ensayos de proliferación celular en placa, según el método colorimétrico de Mossman, la

inmunodepresión 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 estrás por inmovilización, y por modino

dependencia, del mismo modo que se realizó en los ensayos previos para determinar

niveles de corticosterona, y respuestas linfoproliferativas.

En todos los grupos experimentales se comprobó previamente, la situación de

estrás por el nivel de COR sérica, y también el estado de depresión 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 7) y frente a LPS (para células 6), respectivamente.

La expresión de distintos marcadores de superficie en los linfocitos, nos permite

estudiar la funcionalidad de las distintas subpoblaciones linfocitarias. El estudio se realizó

formando un “pool’ a partir de suspensiones celulares obtenidas del bazo de cada ratón,

determinando el número de células O (lg~), mediante anticuerpos anti-lg de rata FITO-

marcado en presencia de 10% de suero normal de rata (para bloquear la unión

inespecífica>. En el caso de los lInfocitos T, se utilizaron los marcadores CD4~ y CO8~,

realizando una tinción -con anticuerpos de rata frente a las moléculas específicas- en dos

fases, incubando primero las células en concentraciones apropiadas de los

correspondientes anticuerpos monoclonales biotinilados y después con anticuerpos anti-

biotina FITC-marcados, añadiendo el correspondiente 10% de suero de ratón.
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Los resultados obtenidos con diferentes grupos de ratones sometidos a

inmovilización no revelaron cambios significativos en la funcionalidad de las distintas

subpoblaciones; tan sólo se apreció un descenso muy ligero en el número total de células

inmunocompetentes/bazo que podría tener escasa significación si se relaciona con el

acusado efecto de inmunodepresion observado en estos casos. Estos datos justifican la

no inclusión 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 las Figs. 40, 41, 42 y 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 específicas de cada grupo

celular: células B (Fig. 40), células T (Fig. 41), células CD4~ (Fig. 42> y células CD8~ (Fig.

43), comparándolas con los obtenidos frente a una tinción negativa. Para su mejor

comparación, recurrimos a tabular los distintos porcentajes de células en cada caso y

grupo experimental, indicando los anticuerpos utilizados en la tinción específica de cada

grupo celular (Tabla VIII).

Los datos antes reseñados no sufrieron apenas modificación al desencadenar un

síndrome de abstinencia mediante la inyección de naloxona dos horas antes de extraer las

células; lo que provoca una extraordinaria elevación de los niveles séricos de COR.

En la Tabla IX se resumen los datos relativos a la expresión de marcadores

funcionales de subpoblaciones linfocitarias del bazo, número total de esplenocitos, peso

del hígado y peso corporal, para tener una idea de conjunto de las variaciones en la

dinámica funcional de las células esplénicas de ratones BALBIc sometidos a estrás por

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

GRUPOSEXPERIMENTALES

Tipos de células
y_tinción

Control Placebo Morfina

Tinción negativa
-lOa Biot.

1,36 1,49 1,29

Células B mlg+
-lOa mouse FITC

45,94 44,04 48,62

Cél.T totales
4—19.b/Gct Biot.FITC

43,39 44,9 41,32

Células CD 4+
OK1.5.b/Gct Biot.FITC

34,19 35,78 35,79

Células CD 8+
TiB1O5.b/CaBiot.FITC

16,09 15,01 15,28

Maz- VarIacIones de las respuestas anafiláctIcas en sItuaciones a. estés

Para estudiar los cambios que el estrás produce en las situaciones de anafilaxia,

se sensibiliza a los animales, según el modelo establecido previamente, y se inducen

situaciones de estrás, midiendo después las variaciones en la respuesta cuando se

desencadena la reacción anafiláctica. El uso de este sistema nos permite estudiar de qué

modo se modifica la respuesta inmune “in vivo” en situaciones de estrás.

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 carácter generalizado (PSA) y otra a nivel

cutáneo (PCA>; empleando para la primera un antígeno endotóxico (EDTX) frente a un

suero heterólogo de conejo, y para la segunda un antígeno protéico (BSA) frente a un

suero homólogo de ratón.
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Inicialmente, se realizaron estudios delfuncionamiento de ambos modelos en animal

completo, utilizando como parámetros la determinación de la mortalidad, y del TL~ para

PSA, y del tamaño de la lesión cutánea para PCA; posteriormente se determinaron los

parámetros celulares para completar el estudio.

IV.2.2.1 .- Reacción PSA anti-endotoxina

.

Se establecieron dos variantes experimentales:

A,-En primer lugar sensibilizamos con un suero heterólogo distintos grupos de 12

ratones cada uno, y para ello utilizamos 0,15 ml/ratón de suero de conejo anti-endotoxina.

A las 3 horas se inicia la situación de estrés correspondiente, por inmovilización o por

morfino dependencia, durante una semana; al cabo de este tiempo se desencadena la

reacción anafiláctica inyectando 0,1 5 mIde la soluciónantigénica de endotoxina de Brucella

a la concentración que corresponda, de acuerdo con la relación Ag/Ac fijada previamente

según datos de la curva de precipitación específica correspondiente (Fig. 14). En uno de

los casos se inyectan 125 ~¿gde endotoxina en los 0,15 ml de PBS (Ag 3/Aa 2) para

producir inmunocomplejos (IC) de pequeño tamaño, mientras que en otros casos se

inyectaron 75 pg (Ag 0,25/Ac 1), en cuya proporción se forman IC de mayor tamaño.

Para ambas proporciones de Ag/Ac, se observa una prolongación del TL~ en el

modelo InmovIlIzacIón (Fig. 44 a y b). Llama la atención, que en el caso de

inmunocompiejos de gran tamaño (Ag 0,25/Ac 1), existe una proongación muy importante

del tiempo de muerte (que pasa de 3,7 a 7,6 horas; ps 0,05), con una disminución del %

de mortalidad. Sin embargo, para la proporción Ag 3¡Ac 1, el alargamiento del TL~ es

menor (el valor medio pasa de 16,5 a 19,2 horas; p= ns.>, mientras que disminuye

drásticamente la mortalidad (en un 50%). Esta disminución en la agresividad del shock

anafiláctico, refleja una menor actividad del sistema inmunitario en respuesta al estrés

producido por la INM.
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En el modelo de morfinodependencla, se produce una protección mayor para la

proporción Ag 0,25/Ac 1, con TL5O de más del doble de los controles (valores medios 8,3

h. y 13,7 h. respectivamente; p=0,05), y una disminución del indice de mortalidad hasta

un 58,3%. Cuando se provoca un síndrome de abstinencia, administrando naloxona, el

efecto protector disminuye (TL~: 4,5 horas, p=0,05 respecto a MEN; y mortalidad: 83,3 Yo).

Si existe exceso de Ag, el grado de protección es mucho menor, tal como se refleja en

ambos parámetros: el TL~ 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 depresión del

sistema inmune, que para este caso es de un TL5¿ 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 fisiopatológicas en la lesión inmunitaria, en la que puede o no intervenir el

sistema Complemento, como se discutirá posteriormente.

6.-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

sensibilización de los animales, y se desencadena la reacción anafiláctica con el antígeno

endotóxico a las 6 h de la hipersensibilización. En este caso, se observó un perfil similar,

aunque con algunas variaciones de tipo cuantitativo en los resultados. Así en la Fig. 45 a,b

es posible comprobar que para el caso de inmovIlIzacIón en el modelo de exceso de

anticuerpo, se produjo una inhibición 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

están en la relación 3/2, las variaciones adquirieron mayor significación que en la anterior

secuencia temporal <Fig. 44 ab), pasando el TL~ de 14,7 a 20,6 horas (p =0,05), y balando

la mortalidad a 41,6%. La morfinodependencla (con o sin Nx) provocó, en las condiciones

de este modelo, variaciones del TL~ y %de Msimilares a las obtenidas en el caso de

sensibilización previa al estrés, aunque con valores discretamente menores.
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Al comparar las distintas situaciones, vemos que en todos los casos de estrés hay

inhibición de la reacción anafiláctica, que se manifiesta tanto en una prolongación del

tiempo medio de muerte (TL~) como en una disminución del índice de mortalidad.

IV.2.2.2.- Reacciones PCA con suero homólogo

.

En el estudio previo realizado con la reacción PCA revertIda (ver Hg. 20> para

comprobar la sensibilidad de la reacción, observamos que el suero heterólogo precisaba

de una mayor concentración para producir una intradermorreacción débil, posiblemente

por la gran complejidad del antígeno inoculado o por diferencias en la capacidad de

fijación dérmica de sus anticuerpos; y también, que en situaciones análogas, las reacciones

frente a suero homólogo de raton presentan una mayor sensibilidad en la respuesta.

Por este motivo, seleccionamos el modelo de PCA con suero homólogo para

proseguir el estudio. En consecuencia, utilizamos los dos tipos de reacción indicados en

el apartado de Métodos: a) sensibilización de toda la piel; y b) sensibilización sobre áreas

localizadas. Los resultados, expresados en función de las dimensiones medias de las

áreas de lesión y en % respecto del control, se resumen en las Fig. 46 a,b.

Los datos obtenidos demuestran que las lesiones dérmicas, probablemente por la

alteración de la permeabilidad, son de menor tamaño en la sensibilización 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 sensibilización sistémica, se administra el anticuerpo (Ac) vía iv.,

posteriormente se somete al animal a la situación de estrés correspondiente, y al finalizar

esta (5 días después), se desencadena la reacción PCA. De este modo, en el espacio de
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tiempo en el que se desarrolla el estrés, se produce la d’~tribución de suero sensibilizante,

que queda fijado en las células dérmicas. En el caso de reacción local, se somete a los

animales a la situación de estrés, durante el mismo tiempo, y al finalizar ésta, se administra

el suero sc, en zonas localizadas de la dermis; 3 horas más tarde se induce la reacción

local administrando el antígeno en la misma zona.

Los resultados obtenidos, que se comparan en las (Figs. 46), demuestran que el

método de sensIbIlIzación de pIel completa, por ser más generalizado en cuanto a la

lesión, es más susceptible de presentar variaciones de respuesta condicionadas por las

situaciones de estrés. Losdatos demuestran claramente que el animal reaccionade distinta

manera según que haya estado sometido a inmovilización forzada o a morfino

dependencia, mostrando una disminución del tamaño de la lesión en el primer caso, para

ambos modelos experimentales. En el segundo caso, presenta similar comportamiento

para la sensibilIzacIón local, con respuesta paradójica en el de piel completa; en el que se

produce un aumento de la lesión local. Cuando se induce un síndrome de abstinencia, no

se observa inhibición de la reacción intradérmica.

IV.2.2.3.- Perfil inmunofarmaeolóciico en reacciones anafilácticas producidas en

situaciones de estrés

.

Después de comprobar las variaciones de respuesta anafiláctica sistémica (PSA)

en cuanto a su manifestación clínica (TL~ y mortalidad); es decir, atendiendo a las últimas

consecuencias de un cuadro de shock generalizado, se intenta determinar las alteraciones

producidas en diversos parámetros. Estos reflejan, tanto el nivel de estrés alcanzado

(corticosterona) como aquellas variaciones en el número de células que específicamente

responden a un cuadro de hipersensibilización (eosinófilos) o que intervienen en la

agresión por lO (plaquetas). También se determinó el estado inmunitario del animal

valorando la capacidad de proliferación linfocitariay las respuestas de citotoxicidad natural.
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Para este estudio seleccionamos la relación Ag 0,25/Ac 1 , por ser la que previamente

había mostrado un mayor sensibilidad al estímulo del estrás.

Al comparar los datos resumidos en las Figs. 36 y 47, relativas a los niveles de

cortlcosterona y número de eoslnálilos y plaquetas, en situaciones de estrás por

inmovilización y morfino-dependencia, con o sin intervención de fenómenos anafilácticos,

vemos que: en ambas situaciones de estrás y sin que existan fenómenos de

hipersensibilización <Fig. 36), aparecen aumentos estadísticamente significativos en el nivel

de corticosterona (más en el caso de morfino-dependencia>; disminuye el número de

ecainófilos circulantes (p=0,05); y apenas se aprecia algún cambio (no sign’rficatwo) en el

número 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 disminución

(variable según los casos) en los niveles de corticosterona, un acusado aumento en el

número de eosinófilos y una disminución en el número de plaquetas circulantes.

Cuando ambos cuadros patológicos se yuxtaponen; es decir, que en animales en

situaciones de estrás (sistema nervioso afectado) se provoca un cuadro de anafilaxia

(sistema inmune afectado), aparecen variaciones de distinto signo según la causa

productora de la situación de ansiedad <Fig. 47). Se comprobó que al desarrollar la

anafilaxia en situación de estrés, se produce una disminución de los niveles de

cortícosterona previamente elevados, aún cuando se mantienen muy por encima de los

valores control <anafilaxia sin estrás), disminuyendo este incremento desde un 32 a un

13%.

En cuanto al recuento de eoslnólilos, la disminución observada durante las

situaciones de estrás (72 y 46 cél4tl en INM y MFN frente a 96 en el control) se intensificó

aún más al desencadenarse la reacción anafiláctica (42 y 28 cél/pí en PSA+INM o

PSA±MFN,respectivamente; p=0,05), a pesar de que todos los cuadros de
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hipersensibilización produjeron un aumento en el número de eosinófilos (168 célIpQ,

cuando no existían situaciones de estrés( Fig. 48).

Esta interacción entre el estrés y la anafilaxia, produce una depresión a nivel de

respuesta línfoproliferativa Intrínseca (en PBS). De hecho, se observa que el intenso efecto

mitogénico propio de un lipopolisacárido (EDTX) (respuesta 350% respecto al control; p=

0,001), es drásticamente inhibido por el estrás, 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) (Hg. 49).

En la mitogénesis inducida por CoriA o LP8, el discreto efecto potenciador de la

EDTX (ConA117%, LPS 1 34% respecto control) se ve anulado por los agentes estresantes,

que lo sitúan en niveles infranormales (para INM: ConA 72%, p=0,05; LPS 97%, ns.; para

MFN: ConA 67%, p=0,05; LPS 78%, p=0,05>.

Las variaciones en la liberación 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=QOS) (Fig. 49>.

Cuando se estudian las variaciones de citotoxicldad natural por células NI< de

origen esplénico, valorada en % de lisis específica en relación frente al control, se ve que

la inhibición provocada por la anafiláxia por EDTX-antiEDTX (actividad de células NK del

78% respecto control), aparece algo incrementada en situación de estrés, sobre todo en

casos de morfinodependencia (INM 72%, MFN 68%> (Fig. 50).
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iva.- 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 estrás, midiendo esta respuesta tanto a nivel celular “ex vivd’, como en

reacciones de anafilaxia “in vivd’. Se estudian las posibilidades de modificar esta interaccion

por medio de distintos tratamientos. En este apartado hemos seleccionado los parámetros

inmunologicos a controlar en cada grupa: así, para algunos grupos de fármacos, se

estudia exclusivamente el modelo de PSA, puesto que de esta manera podemos controlar

la respuesta inmune en su totalidad; mientras que en el resto, empleamos determinaciones

de actividad linfoblástica y de otros parámetros celulares.

Se ha intentado modular la inmunodepresión producida en situaciones de estrés

a distintos niveles: a) fármacos adaptógenos que disminuyen el nivel de estrés: b)

fármacos reguladores de la respuesta inmune a partir del sistema nervioso; c) fármacos

reguladores de los sistemas serotonérgico e histaminérgico; y d) fármacos implicados en

el brazo efector de la respuesta inmune propiamente dicha (antiinflamatorios y

moduladores del Complemento>.

En aquellos casos en los que se utilizó la reacción PSA, se desarrolló el protocolo

experimental como se resume a continuación: a) Sensibilización pasiva por administración

i.v. del anticuerpo específico anti-EDTX; b) establecimiento de un cuadro de estrás

experimental por inmovilización o por morfino dependencia; c> instauración de las

diferentes pautas de tratamiento farmacológico, que coinciden en parte con el periodo en

que se desarrolla el cuadro de estrés; d) administración i.v. del antígeno (EDTX) para

desencadenar la respuesta anafiláctica de carácter sistémico (PSA).
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La valoración del cuadro se realiza através de los parámetros habituales

(mortalidad, TL~, recuento de eosinófilos y plaquetas, así como niveles de COR>.

IV.3.1.- TratamIento con eleuterósídos.

Se comenzó por estudiar el posible efecto inmunoestimulante de eleuterosidos de

naturaleza saponinica, existentes en algunos extractos vegetales, como en el

Eleuterococcus senticosus. Se comprobó en primer lugar, silos extractos a utilizar tenian

alguna actividad biológica sobre esplenocitos procedentes de ratones BALB/c, a los que

se habla administrado 6 a 12 dosis diarias de 10 mg/Kg de dicho extracto. Como puede

verse en la Fig. 51, los eleuterósidos administrados según nuestro protocolo, no tuvieron

efecto por sí mismos sobre la blastogénesis, ya sea intrínseca o mitógeno inducida. Por

otro lado, los niveles de corticosterona en el suero de dichos animales, experimentó un

ligero descenso, que no parece correlacionarse con el tiempo de tratamiento.

25~>

0,8 20~
0 0e
‘~ 0,6 15~
o a
90,4 10¡~

•0 c‘50,2
‘u -ao*0 00

Tris Tr.2s INM 14.ls 5

Grupos experimentales
Control PUS mini. Con A

E] Blasí. LP8 Oart¡OoStOf’Ofl*

Fig. 51 ,-Varlacionesenla respuestalinfoproliferativay nivelesdeCORderatonestratados
con eleuterosidosduranteuna o dos semanas.El tratamientose aplica a ratones
controly sometidosa inmovilización.
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En cuanto a su efecto sobre ratones sometidos a situaciones de estrés por

inmovilIzación (Fig. 51), se produjo una disminución signifcativa de los niveles de

corticosterona, previamente elevados, descendiendo desde 23.2 pg/lOOml hasta 20 (p=

ns.) y 15.8 pg/1 OCmI <p=0,05), para una y dos semanas de tratamiento respectivamente,

con una inmunorrestauración específica sobre las células T CoriA inducidas. En efecto, la

proliferación celular, medidasegún el metodo de densidad óptica descrito previamente; se

había reducido desde 0.88 en los ratones control hasta 0.08 en los ratones inmovilizados.

Con la administración de los eleuterósidos se consiguió una restauración parcial en la

primera semana de tratamiento, (DO. 0,6Snm.), y total tras dos semanas (D.O. 0,86nm.;

p=0,05). La prolíferación de las células LPS-sensibles, que había disminuido desde 0.3 en

el grupo control, hasta 0.21 en el grupo de animales inmovilizados, no presentó apenas

variaciones debidas al tratamiento (0.2, y 0.22 para una y dos semanas, respectivamente;

p= ns.).

El estudio de las modificaciones de la respuesta inmune “in vivo” (PSA), en ratones

sometidos a situaciones de estrés, se efectuó implantando tratamientos de tres semanas

(30 mg/Kg/dia, por via oral): en la segunda semana se efectuaba la hipersensibilización con

el antisuero específico <anti-EDTX> y se continuaba el tratamiento con extracto de

eleuterococo durante otra semana; y en la tercera semana se hacía coincidir la situación

de estrés (por inmovilización o por morfino dependencia>, con la hipersensibilización. Al

concluir esta tercera semana de tratamiento, se inyectaba el antígeno correspondiente

(EDTX),valorando los cambios según los parámetros descritos previamente; los resultados

se resumen en las Fig. 52 a,b.

Así, los niveles de corticosterona, aumentados en respuesta el estrés por

inmovIlIzacIón, descendieron con el tratamiento en las dos proporciones de Ag/Ac (34

frente a 52 pg/1 00 ml del control, para el exceso de Ag, p=0,05; y 40,4 frente a 49 pg/i 00

ml con exceso de Ac). El tratamiento produjo un aumento en la actividad del cuadro de

Resultados.149



140

o
‘o 120
o,
o,
~ 100
o
e
o
a
Cl-
o>
o
o
o>
o.
ci,
a,

80

60

40

20

o

cOR (pg/lOOml> W Ecalnófilos LID Plaquetas ~ liso

* p < 0,05. frente a grupo no tratado

140

o
‘~ 120
o,

o,
‘~ 100
o
e
o 80
a
1~
o>
o
o
a>o.
0
a,

60

40

20

o

coR <lJg/lOOrnl> ~ Eceiná? líos Li Plaquetas TLBO

• p < 0,05. El resto n. e.

Fig. 52 ..Efectodel tratamientoconeleuterósídossobrelos parámetrosdeunareacciónde
PSA, inducidaen ratonessometidosa estéspor inmovilización (arriba), o por
morfinodependencia(abajo).

70

60 _

Eo
50 g

o>
40

e”
e

ao Ea,
o,

20 ~
o

10
ca

o
INM sin Con Eleu. INM sin Con Eleu.

210

180

o
150 ~

o>
120 a

o,
c

90 2
e>
‘a

60 ~
o

30 ~
o

o
MFN sin Con EIeu MFN sin Con EIeu

Resultados.150



anafilaxia, con un acortamiento del TL50 (reflejo de una recuperación de la actividad

inmunológica). Este efecto fue más 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 número de

eoslnófilos aumentó con el tratamiento en proporciones variables (p= ns.) y no se produjo

variación significativa en el número de plaquetas circulantes.

En el grupo de ratones morfinodependientes, el efecto sobre la COR sérica, fue

mucho menos intenso queen el grupo anterior, puesto que descendió de 167 a 160 pg/ml,

y de 166 a 148 pg/ml, sin alcanzar significación estadística. El TL~ presentó una

disminución escasa (entre un 8y un 11%; p= ns.), el recuento de ecaInállIos descendió,

y no se detectó variación en el número de plaquetas.(Fig. 52 b).

íV.aa- UtilIzación de dletIl-dlthk,carbaznato (OTO).

De los distintos inmunomoduladores a nuestro alcance, la molécula de DTC es la

más interesante desde el punto de vista de la modulación neuroinmune, dado su efecto

especifico a nivel del neo-córtex. El modelo se desarrolla según el protocolo general

descrito, con la administración subcutánea de sucesivas dosis de DTC durante la semana

en que se somete a la situación estresante.

En primer lugar se comprobó si la dosis media utilizada en otras ocasiones era la

más indicada en estos casos, seleccionando la dosis de 25 mg/Kg de peso/día diluido en

Olmí. 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 así, las variaciones debidas al uso del fármaco en cada

situación, indicando en la tercera barra de cada grupo de resultados, el cambio porcentual

provocado por el DTC. Se definen los grupos control (CTR), endotoxina (EDTX),

inmovilización (INM), y morfino dependencia (MFN>; estos dos últimos con y sin reacción

de PSA añadida.
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Se confirmó de nuevo que la hipersensibilización con EDTX, produce un leve

aumento en la reactividad de las células T; de igual forma, comprobamos unadisminución

de la respuesta linfoproliferavva debida al estrés, que fue más intensa en los cuadros de

morfino-dependencia. En los casos en que a la situación de estrés se superponía un

estado de sensibilización, se inhibió aún más 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 parámetros en los grupos que han sido tratados con

DTC, según el protocolo descrlto (segundas barras de cada grupo, en Fig. 53), se puede

ver como en el grupo control aparece un efecto inmunopotenciador intrínseco del fármaco,

equivalente al 133% (comparando con el OIR, tercera barra). Este efectose mantiene en

ratones inmunodeprimidos a consecuencia del estrés, con o sin situaciones de anafilaxia

añadida, en diferente proporción para cada grupo. El máximo efecto restaurador aparece

en aquellos grupos en los que existe una situación de estrás con intervención de morfino-

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

c.P.M. x 10.000
25

20 200

15

10 100

5

o o
CTA PSA INM PSA.INM MEN PSA+MFN

Grupos experimentales

Sin Tratamiento ~ con DTO Li % frente no tratado

Fig. 53 .-Variacionesen la mitogénesisConA inducida,producidaspor el tratamientocon
DTC enratonessometidosa situacionesde estés,anafilaxia,o ambas.

% Frente a no tratado
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1

combinada con una sensibilización anti-EDTX (227% respecto al grupo sin DIC p=0,05).

En cuanto a la intervención del DIC en la inducción del estrés, se controla mediante

determinación del nivel de cortlcasterona en suero a tiempos variables (Fig. 54).

Corticosterona <ug/100 mi

)

160-

140-

120 -

-“~«“ ORL

INM 80-

--1--- MFN 60—

40 -

20 -

o
o 2 4 6 8 10

Tiempo de observación (dias>

Fig. 54 .-Variacionesenlos nivelesdeCOR a lo largo del tratamientoconDTC aplicado
a ratonessometidosaestéspor INMy MFN.

El efecto del tratamiento con DIC sobre las reacciones de anfilaxia en situaciones

de estrás se resume en la Fig 55. En el grupo de InmovIlIzacIón se comprobó una

restauración parcial de la actividad anafiláctica, con una disminución del TL~ del 36% en

el caso de exceso de Ac <p=0,05), y del 13% en exceso de Ag. En ambas situaciones se

confirmó un leve incremento de los niveles de COR sérica <p= n.s.>, con escasas

variaciones en los recuentos de eosinófilos <-17,7% y -19% para ambos grupos; p= n.sj,

y con recuentos plaquetarios practicamente estables.

En el grupo de morfinodependencla, se produjeron discretos aumentos de la OCR

sérica, con incrementos (15%) del TL~ en el modelo Ag3/Ac2, y con incrementos en el

recuento plaquetario <p=0,05 en el caso de Ag3/Ac2); y sin cambios significativos en los

otros parámetros (Fig. 55 b).

‘1-
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con (pg/loomI> W Eosinófilos Li Plaquetas ~ TLEO

• p < 0,05 frente al grupo no tratado

COR (¡jg/lOOml) ~ EoslOófIlos Li Plaquetas TLSO

* p ‘ 0,05 frente al grupo no tratado

Fig. 55 ..EfectodeltratamientoconDTC sobrelos parámetrosdeunareacciónde PSA, inducida
en ratonessometidosaestéspor inmovilización (arriba),o morfinodependencia(abajo).
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IV.3.3,-UtlIIzacIón de antthlstamlnlcoa y antlserotonlnlooa.

Se han utilizado cinco fármacos distintos: a> cromogilcato (CG), que tiene

capacidad para inhibir la liberación de mediadores de mastocitos activados; b)

ciproheptadina (CY), que actúa como anti-serotonérgico principalmente, aunque tambien

tiene una débil acción como anti-colinérgico; y o> fármacos antihistamínicos como la

clorfeníramína (CF) y la trípelenamína (‘1?), que tienen actividad bloqueante anti-H1, con

más o menos efectos centrales, respectivamente: y la cimetldína <Che que actúa como

bloqueante anti-H2. Con estos tratamientos se pretende una aproximación a los

mecanismos farmacológicos que puedan modificar la interacción neuroinmune.

Se ha seguido el mismo desarrollo que en los anteriores apartados; primero se ha

instaurado un tratamiento de una semana coincidente con la aplicación del agente

estresante, y posteriormente se ha determinado la respuesta linfoproliferativa,

comparándola con el grupo no tratado. Completamos el ensayo provocando una reacción

PSA sobre el animal sometido a estrés, y analizando los parámetros habituales del grupo

control con el tratado.

Los resultados referentes al modelo de InmovIlizacIón se muestran en las figuras

55 y 56. Así, es posible ver que el cromoglícato presentó un efecto potenciador inespecífico

de la respuesta inmune en los ensayos de mitogénesis intrínseca (PBS), con una respuesta

del 95% frente al 81% en el grupo no tratado (% respecto al control); la mitogénesis ConA-

inducida mejoró 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 tos parámetros (TL~, recuentos de eosinófilos y

plaquetas). Los niveles de Cap, determinados en el grupo sometido a una reacción de

PSA, no variaron significativamente (Fig. 57 ab>.

Resultados.155



0,12 120

0,1 loo

0,08 80

0,06 60

0,04 40

0,02 20

0 0
1,2 120

1 loo

0,8 80
<a

E 0,6 60
‘o

e c
a,

0 04 40 ~o,
CD

02 20
ca , oci
a

0,3 120

0,25 100

0,2 ea

0,15 60

0,1 40

0,05 20

o o

Parámetro8

Proliferación ~ Variaciones en %

Figs. 56 a, b y c .-Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM), clorfeniramina (CF), cromoglicato
(CG), y ciproheptadina (CY) sobre la respuesta blastogénica de ratones sometidos a estés por
inmovilización.
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Se ha comprobado que el tratamiento con cíproheptadína produce un marcado

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

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

actividad de las células ConA-sensibles, que constituía el grupo más afectado por el estrés,

no sufrió apenas cambios (Fig. 56). En el modelo de PSA para la proporción Ag3/Ac2,

disminuyen apreciablemente los niveles de COR, y el TL~ se prolonga alcanzando niveles

del 172% respecto al control (Fig. 57 a>. Los resultados para la proporción AgO,25/Acl

muestran diferencias de tipo cuantitativo, aunque son del mismo signo y proporción.
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A•I.8/T A.LI/CM A•l.t/CF A•l.t/CG A~l.t/TP MIt/CV
Grupos experimentales

corticosterona ~ EcaInóf líos
Li plaquetas Mortalidad (TLGO)

Fig. .-57 Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM), clorfeniramma (CF),
cromoglicato(CO), y ciproheptadina(CY) sobre los parámetros de una reacción de
PSAen ratones sometidos a estéspor inmovilización.
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La clorfeníramina demostró un efecto inmunorrestaurador selectivo sobre la

mitogénesis intrínseca, alcanzando los niveles del grupo control sin estrós (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 observó una mortalidad precoz

de los animales, incluso antes de terminar el tiempo previsto para el ensayo, esto hace que

los datos obtenidos sean de escasa significación, y de dificil interpretación (Figs. 56 y 57).

La tripelenamínademostró una restauración de la mitogénesisConA-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 reacción de PSA disminuyó, y

aumentó el número 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-dependencla (MFN>, dejaron de

utilizarse dosfármacos el cromoglicato, por la falta de resultados de interés en el modelo

de INM; y la clorfeniramina, por las complicaciones letales detectadas en los ensayos

previos. Del mismo modo, a la vista de la similitud de resultados encontrados en el modelo

de INM para este grupo de fármacos, se suprimió el ensayo con Ag 0.25/Ac 1. Los

resultados correspondientes a los restantes se resumen en las Figs. 58 y 59.

La cíproheptadína presentó, en este caso, una leve disminución de la actividad

mitogénica intrínseca (que bajó del 71% al 60%, 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 reacción de PSA añadida, el

TL~ aumentó, con una disminución del número de eosinófilos. Esto se desarrolla en el

seno de unos niveles de COR que se elevan aún más que en el grupo no tratado.

La trípelenamína presentó, al igual que en el modelo de inmovilización, una

recuperación de actividad mitogénica en las células LPS y ConA-sensibles (Fig. 58),
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Figs. 58 a, b y c .-Efecto de los tratamientos con: cimetidina (CM>, tripelenamina
(TP>, y ciproheptadina (CV) sobre la respuesta blastogénica de ratones
sometidos a estrés por rnorfinodependencia.

aunque en este modelo no llegó a alcanzar los valores control. En las reacciones de PSA

se observó un nivel de CORque permanece elevado, y un acortamiento del TL~.
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La cimetidina presenta resultados muy variables en los diferentes ensayos, y con

gran dispersión de los resultados, habiendose constatado una disminución de la

mitogénesis LPS inducida (p= n.sj, sin otras alteraciones.

300

250u
~ 200e~ 160
a• 100
e

00
e
~ o

Ccrttostsrona

~ Piaquta

Fig. 59 .-Efecto de los tratamientoscern cimetidina (CM), tripelenandan(TP), y
ciproheptadina(CY) sobre los parámetrosde una reacciónde PSA en ratones
sometidosa estréspor morfinodependencia.

IV.3.4.-Uttaclán de antilnflamator¡os, agentes plaquetarlos e InhIbIdores del

complemento.

Se han seleccionado los siguientes fármacos antiinflamatorios como el ac.

flufenámlco, y la lndomstadna inhibidores del complemento como la suraznlnay otros con

efecto sobre las plaquetas como latlolopldína. Los hemos administrado durante la semana

en la que se sometía a los ratones a situaciones de estrés, desarrollando a continuación

las reacciones de anafilaxia pasiva (PSA) con diferentes proporciones de Ag/Ac, y

comparando con los grupos no tratados. Las Tablas X y Xl 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, TL~, y % de mortalidad en las Figuras

60 a, b ,yo.

MM.WT MM.t/TP A4&UCM A.htt/OY

Grupos experimentales

~ !ouIn6f te

FS Modalidad (TLGO)
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El tratamiento con suramína agudizó el cuadro de anafilaxia (PSA) con exceso de

Ag, acortando el TL~ en este grupo <pasa de 14,6 a 5,9 horas; p=0,05); mientras que

queda en el mismo rango que el grupo con exceso de Ac, que no sufrió modificaciones

con el tratamiento (4,9 y 5,3 horas para los grupos con y sin tratamiento). La cifra de

eosinófilos disminuyó en todos los grupos, y la de plaquetas practicamente no se

modificaron (Tabla IX). En el grupo de Inmovilización (INM) los resultados son similares,

con la reducción del TL50 en el grupo de exceso de Ag. Los niveles de COR no sufren

modificación 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 atenuó la reacción anafiláctica, desarrollando un

cuadro clínico con un TL~ 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 corrección del número de

plaquetas y eosinéfilos, con un aumento de las primeras, previamente disminuidas; y una

disminución de los segundos, previamente aumentados por la reacción PSA. Los niveles

de COR muestran variaciones muy discretas (más lOy menos 7% respectivamente para

las dos relaciones de Ag/Ac), lo que hace pensar en un efecto no mediado por dicho eje

hormonal (Fig. 60 a,b,c).

Sin embargo, en los ratones sometidos a estrés por lnmavlllzactón, se produjo una

elevación del nivel de COR, que pasó de 50,6 a 81 pg/ml en el modelo de Ag3/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 sumó al efecto protector del fármaco, por lo que el TL~ se

prolongó aún más, y la mortalidad disminuyó <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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grupo Ag 0,25/Ac 1). El efecto sobre plaquetas y eosinófilos se mantuvo (82 eosinófilos/pl

sobre 43 del control, y 10,1 frente a 6,89 x 10~ plaquetas/pl en el caso de exceso de Ag>

(F¡g. 60 a,b,c). Como puede verse las diferencias entre las dos proporciones de Ag/Ac son

de escasa cuantía, lo que permite suponer que el efecto del fármaco no esté mediado por

el complemento.

Hemos constatado en el modelo de morfinadependencla (MFN>, una disminución

de los niveles de COR, aunque pers~ten muy por encima de lo normal, Por otro lado, se

mantiene el efecto propio del fármaco, con leves diferencias numéricas respecto al otro

grupo de estrés, con disminución de eosinófilos, y aumento de las plaquetas (52 frente a

58 cél/pí, y 12,5 frente a 10,6 x 1 QS plaquetas/pi; en el modelo de exceso de Ac). El resto

de los resultados pueden obtenerse de la Figura 60 c. La suma de estos dos efectos, dió

como resultado un cuadro clínico más 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 fármaco seleccionado es el Ac.Flufenémlco, otro antiinflamatorio con

efecto sobre el sistema de complemento. El efecto de este fármaco difiere del anterior. En

primer lugar hemos encontrado una reducción de los niveles de COR elevados en las

situaciones de inmovilización (25,9 frente a 50,6 en los grupos de exceso de antígeno; 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

corrección parcial de la inmunodepresión con TL~ acortados, aunque no se observaron

cambios en la mortalidad (datos en la Tabla >9. Sin embargo, en el modelo de Ag O,25/Ac

1 se reprodujo este efecto, aunque en menor cuantía. Esto parece deberse a la inhibición

que dicho fármaco ejerce sobreel sistema de Complemento, que como hemos comentado

previamente se ve implicado de una forma más directa en el modelo de PSA con exceso

de Ag, y de hecho puede comprobarse un alargamiento similar de los TL~ en el grupo no
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estresado (Fig. 60). Las variaciones en el número de plaquetas y eosinófilos son del mismo

signo que en el caso del otro antinflamatorio ensayado, aunque con diferencias numéricas

(Tabla X).

En el ensayo con tlclopldlna se encontraron discretos incrementos de COR para

todos los modelos ensayados (p= n.s.), con la consiguiente prolongación del TL~4,. Como

era esperable, el recuento plaquetario disminuyó en todos los casos, aunque con diferente

intensidad. Sin embargo, no pueden anotarse diferencias notables entre los dos tipos de

reacciones PSA, producidas según la relación Ag/Ac, por lo que no parece mediar efecto

alguno sobre el complemento (Fig 60 b y c).
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Podemos considerar que las observaciones clínicas iniciales de que las situaciones

de estrés podían asociarse a un aumento de la patología infecciosa y a una disminución

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 nospermitieran estudiar detalladamente aquellas alteraciones

que las situaciones de estrás pueden producir en las respuestas inmunitarias; al mismo

tiempo, hemos estudiado el efecto de distintos fármacos, en un doble intento de conocer

mejor los mecanismos íntimos de comunicación neuro-inmune y su posible modulación

farmacológica.

De aquí, que los resultados obtenidos nos permitan establecer su discusión desde

distintos puntos de vista, como son: a) los modelos experimentales utilizados; b> la

resultante de la interacción entre la anafilaxia y el estrás; y c) las posibilidades de

manipulación farmacológica.

Vi.- DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES EMPLEADOS.

Para comprender las alteraciones Inmunes, hemos realizado estudios celulares “ex

vivci’, seleccionando parámetros inmunológicos capaces de reflejar la actuación 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 anafilaxiapasiva experimental, tanto a nivel sistémico (PSA) como cutáneo

(PCA).

La circulación y fijación de los inmunocomplejos en vasos y tejidos orgánicos no

es consecuencia de un sencillo mecanismo de difusión, como se demuestra por la
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imposibilidad de inducir cuadros patológicos mediante la simple administración pasiva de

complejos Ag/Ac por vía endovenosa. Incluso cuando esto llega a ocurrir, el cuadro

patológico es siempre muy benigno (COCHRANE y KOFFLER, 1973) y por tanto, no

serviría para extrapolarlo a situaciones patológicas reales. Por tanto, hemos de producir

dichos cuadros mediante la formación de inmunocomplejos ‘Vn vivd’; de aquí, el interes del

modelo aplicado, en el que se ha estudiado la influencia de las proporciones Ag/Ac, puesto

que es uno de los factores involucrados en el cuadro patogénico.

Para el modelo de anafilAxia pasIva a nIvel altémlco (PSA) ensayamos dos tipos de

antígenos, uno homólogo con albúmina bovina (BSA-antiBSA), y otro heterólogo con

endotoxina de Bruceifa (EDTX) y suero de conejo antiEDTX, aprovechando la capacidad

sensibilizante de esta molécula (en su fracción 5, según DIAZ y BOSSERAY, 1974). Como

mencionamos en el capitulo de Resultados (Fig. 17), el cuadro producido por BSA-antiBSA

precisó de dosis mayores de antígeno y desarrolló una presentación clínica más insidiosa,

por lo que se seleccionó el modelo EDTX-antiEDTX.

En este modelo PSA tuvimos en cuenta las variaciones de la respuesta en función

de la estIrpe murína; estudios realizados previamente <PORTOLES y col.; 1986)

demostraron la ventaja de utilizar ratones BALB/c y el hecho de que esta estirpe tenga,

según corresponde a su genotipo H-2, un nivel de Complemento más elevado para su

intervención en el aclaramiento de inmunocomplejos de pequeñotamaño (Ag 3/Ag 2), hace

que presenten una mayor resistencia al shock anafiláctico por inmunocomplejos (Fig. 15).

También, en el estudio comparativo de la reacción PSA realizado con varias cepas de

ratones, incluimos el fenotipo C3H que ha demostrado una mayor resistencia a la acción

de la EDTX (Tabla Vil); este hecho, junto con el desarrollo de un cuadro clínico

característico, nos permite asegurar que nos hallamos ante un fenómeno anafiláctico

provocado por EDTX, y no ante un shock endotóxico 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, según los síntomas clasicamente descritos por SPINK y

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

típica.

Para valorar de un modo más objetivo la gravedad del cuadro anafiláctico, se

utilizaron dos parámetros, el índice de mortalidad y el TL~, que como se explica en el

capítulo de métodos, nos da una idea más precisa de la agresividad del cuadro clínico.

Hemos observado que distintas proporcione. aritigénlcas originan cuadros de

diversa naturaleza; así, utilizando “¡a v¡trd’ 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 antígeno

(relación Ag 3/Ac 2) se producen inmunocomplejos pequeños, de aclaramiento rápido y

con activación marcada del Complemento; mientras que en la situación contraria (Ag

O.25/Ac 1) se forman IC grandes que se precipitan rápidamente, con escasa activación del

Complemento (Fig. 14). Diferencias de esta naturaleza son importantes también en los

mecanismos de liberación 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 ‘Vn vftrd’, no se mantienen exactamente

cuando se provoca este cuadro en el animal, pero hemos comprobado el desarrollo de un

cuadro clínico diferente en cada una de las dos situaciones extremas. En la reacción PSA

con exceso de anticuerpo (Ag O.25/Ac 1) se produce un cuadro clínico más agresivo, con

un TL~ más corto y un índice de mortalidad mayor, esto es reflejo de una patogenia

diferente, en la que posiblemente está implicada la no participación del Complemento.

Los datos obtenidos en el tratamiento con Suramína, un ihibidor del Complemento,
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apoyan esta hipótesis. En efecto, el tratamiento no produjo apenas cambios en el caso de

exceso de anticuerpo (Ag O,25/Ac 1), mientras que aumentó la agresividad del cuadro en

el caso de exceso de antígeno (Ag 3/Ac 2), al bloquear el Complemento, reduciendo las

diferencias entre las presentaciones clínicas de ambos cuadros (Tabla IX).

Se ha estudiado esta reacción en diferentes razas de ratones y para diferentes

edades (Fig. 18), seleccionando ratones BALB/c de 8 semanas, ya que los individuos de

mayor edad han demostrado una disminución de actividad inmune que podría interferir en

el estudio. Estos modelos, basados en la formación de inmunocomplejos, son

fundamentales para estudiar mecanismos patogénicos de lesiones vasculares (DIXON y

col.1961; KNIKER y COCHRANE, 1968) y permiten una mejor integración y control

farmacológico clínico de distintas enfermedades (COCHRANE y KÓFFLER, 1973;

WILLIAMS, 1980). No se conoce bien el mecanismo por el cual el sistema de

histocompatibilidad H-2 esté relacionado con el nivel de Complemento, aunque sise sabe

que el haplotipo H-2k tiene niveles de C4 y de C3 más elevados que los H-2d (FERREIRA

y NUSSENZWEIG, 1975) y que existen diferencias entre el locus 55 deI H-2 que influyen

en los niveles séricos de C4 (DEMANTy col.1973).

Dentro de este modelo de anafilaxia se realizaron dos modalidades de ensayo: en

una de ellas, se produce la reacción PSA en un individuo previamente estresado y en la

otra se induce una situación de estrés en un individuo previamente sensibilizado, antes de

desencadenar la reacción anafiláctica.

Se ha trabajado, preferentemente, bajo la hipótesis de que la hipersensibilización

precede al estrés, por considerarla de presentación más frecuente fuera del campo de la

experimentación. Hemos pretendido, con estas dos versiones experimentales, encontrar

diferencias atribuibles a la existencia de una comunIcación bkilrecclonal entre los sIstemas

neuroendocríno e Inmune, taly como demostró TORRES-ALEMAN y col (1987) en ensayos

“in vitrcY’ con esplenocitos estimulados por mitógenos.
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En efecto, si recordamos lo referido en el capítulo de Introducción, existen

evidencias experimentales de esta comunicación bidireccional, que siguiendo la revisión

de WEIGENT y BLALOCK (1987) pueden resumirse en cuatro puntos: a) las celulas

inmocompetentes pueden sintetizar hormonaspeptidicas neuroendocrinas biológicamente

activas; b) poseen receptores específicos para péptidos opioldes y para otros peptidos;

c) 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

similares a los de determinadas células inmunológicas.

En nuestro modelo, al igual que en el de KANETAy cols.Q 984), se ha observado

que el máximo de respuesta dependía, en cierta medida, de la dosis del antígeno

desencadenante del shock y del intervalo de sensibilización. Es posible que esto se deba

al tipo de inmunocomplejo formado, y de aquí nuestro especial cuidado en seguir un

protocolo experimental perfectamente normalizado.

En cuanto al modelo de reaccIón anafiláctIca cutánea (PCA), se ensayaron

igualmente ambos sistemas antigénicos, seleccionandose en este caso, la reacción

homóloga BSA-antiaSA en la modalidad de sensibilización completa de la piel, tal y como

propone OVARY (1958); de este modo obtuvimos lesiones cutáneas mas facilmente

valorables, según queda reflejado en el capítulo de Resuitados (Fig. 20).

También, en el estudio de este modelo, se valoraron diferentes parámetros de

intervalo y secuencia del proceso experimental, seleccionando finalmente: inyección i.v. de

suero antiBSA para, a los 4 días, inyectar el antígeno intradérmicamente y después hacer

la lectura de la lesión dérmica a los 10 días, valorando la respuesta en función del diámetro

de la lesión expresado en mm. Este modelo es semejante, en cuanto a posibilidades, al

clásico modelo de PCA propuesto por MOTA y WONG (1969), utilizado también para

estudios de modulación farmacológica de lg E por BAKER y cols (1981) (Figs. 18,19 y 20).

En nuestro caso se estudiaron diferentes razasde ratones seleccionando, una vez
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más, la estirpe BALB/c, por presentar una lesión dérmica más facilmente valorable, para

una dosis menor de Ag. En los ensayos posteriores, se utilizaron dos tipos de

sensibilización: una sistémica, con inyección i.v. de BSA, y posterior administración

subcutánea del anticuerpo; y otra local, con administración de ambas sustancias en un

área dérmica concreta. De este modo intentamos buscar algunas diferencias fisio-

patológicas que aportasen más datos sobre la interacción neuroinmune (Figs. 18,19 y 20).

Para completar el estudio de los modelos seleccionados, con vistas a los ensayos

posteriores, se estudiaron las varIaciones de los parámetros Inmunolágíco y de estés, en

el desarrollo de ambas reacciones PSA y PCA. Ast hemos comprobado que las

variaciones en los nIveles de corticosterona, un indicador bioquímico de estrés, son poco

significativas a lo largo de ambos cuadros, aunque se ha detectado un aumento en las

manipulaciones iniciales del modelo de PSA, que disminuye al originarse la reacción

anafiláctica completa, reflejo posiblemente del inicio de una situación de fracaso orgánico

(Fig. 21). En el caso de la anafilaxia cutánea (PCA), la inyección inicial del antígeno

disminuye levemente los niveles séricos de corticosterona, con una elevación de los

mismos al provocarse dicha reacción anafiláctica cutánea, como expresión de un cierto

grado de estrés producido en el animal por los síntomas locales de dicha reacción <Fig.

22).

Las variaciones en los distintos parámetros (recuento de plaquetas y eosinófilos,

respuesta blastogénica intrínseca y mitógeno inducida, liberación de IL-2 y actividad NI9,

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 eosinófilos, como

era de esperar en unareacción anafiláctica, y una disminución en el número de plaquetas,

posiblemente por consumo o destrucción de las mismas. Previamente, comprobamos en

los grupos control y antes de cualquier tratamiento, que las cifras de eosinófilos y
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plaquetas eran correspondientes a las indicadas por SCHALM y cols <1985) para la

especie murina utilizada (Fig. 26).

El resto de parámetros inmunológicos, se resumen en las figuras 23, 24 y 25. Llama

la atención el aumento de la blastogénesls lnt-fnseca en el modelo de PSA con EDTX de

Brucella aboflus, que muestra un incremento de, aproximadamente, cuatro veces a las 2

horas; mucho mayor que el producido por endotoxina de E.coll(Fig. 23), probablemente

debido a un mayor efecto mitogénico intrínseco de la propia EDTX, y que va disminuyendo

al avanzar el tiempo. Este efecto queda enmascarado al estudiar la respuesta a mitógenos

(CenA y LPS>, debido a una interacción 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 producción de IL-2, aunque en este caso, la respuesta

es más tardía, siendo patente a las 6 horas. El modelo BSA-antiBSA mostró para todos los

casos una inhibición de intensidad variable.

También hemos constatado una depresión ejercida inicialmente sobre células NI<

(respuesta deI 78%), que va normalizandose progresivamente a lo largo del tiempo <Fig.

25).

En el estudIo de las situaciones de estrés, era necesario desarrollar un modelo

experimental adecuado, para lo cual llevamos a cabo una selección de los empleados por

otros autores, eligiendo aquellos que parecían menos cruentos, y más facilmente

normalizables. Los modelos seleccionados respondían a diferentes tipos de estímulos: a)

de tipo psicosocial en los de aislamiento (AIS) y hacinamiento (HAC); y b) con un

condicionante físico para el de inmovilización (INM). Realizamos un estudio preliminar para

la selección del modelo, valorando tanto el nivel de estrés alcanzado, como las alteraciones

inmunológicas básicas producidas. Por otra parte, se seleccionó un modelo de estrés

producido por la administración continuada de morfina <MFN), cuyo efecto químico-tóxico

alcanza el SNC y condiciona diversas alteraciones fisiopatológicas. Este modelo,
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previamente desarrollado en nuestro departamento (LORENZO y cols. 1987), ofrecía la

posibilidad de un manejo farmacológico 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 teoría podían presentar

una cierta similitud, produjeron distintos niveles de respuesta bioquímica, ya que las

variaciones de corticosteronasérica en las situaciones de aislamiento y hacinamiento, eran

de mucha menor intensidad y duración que en el caso de inmovilización y

morfinodependencia. Dado que los niveles de corticosterona son variables para los

distintos lotes de animales, aún en condiciones normales (15.7 ±1.05 hasta 386 + 1 9)

se usaron siempre controles paralelos en cada situación expresando los resultados en %

de respuesta control.

Aplicando el modelo de inmovilIzacIón (INM) se consigió alcanzar un nivel de estrés

más acusado, tanto por el estudio de comportamiento, como por el bioquímico (Fig. 12),

con niveles de corticosterona (COR) claramente superiores. En los cuadros de

mortinodependencla <MFN) se elevaron aún más los niveles de corticosterona plasmática

(Fig. 13). Ambos modelos presentaban los valores más extremos paralos parámetros de

comportamiento: tensión muscular, intranquilidad, y actividad motora; en tanto que el

modelo de MFN presentaba asociado, además, un elevado grado de analgesia <Tabla VI).

BAYER y FLORES (1991) han observado que la simple inyeción 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 fenómeno inmunodepresor de la respuesta

blastogénica.

En los estudios inmunológicos realizados para comparar las alteraciones debidas

a los tres modelos preseleccionados, el de INM demostró ser capaz de producir una

inmunodepresión más marcadaglobalmente considerada. Así, observamos una importante
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disminución en el número total de celulas esplénicas, que quedan reducidas tras una

semana de inmovilización al 25% de lo normal (Fig 27).

Se ha constatado una depresión en la blastogénesis, que es más 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 cuantía en los modelos de AIS y HAC

(Fig 28 y 29). Estas alteraciones parecen corresponderse con los niveles más elevados de

corticosterona, que reflejan un grado de estrés mayor. Más adelante, y para evitar

repeticiones, discutiremos detalladamente las alteraciones inmunes producidas en

situaciones de estrés por inmovilización, modelo quefue seleccionadofinalmente, junto con

el de morlinodependencia, que también se incluye en este estudio por sus peculiares

características antes reseñadas.

El método de InmovilIzacIón aquí descrito, constituye un interesante modelo de

estrés en ratón que es facilmente normalizable, de escasa agresividad, y con una

variabilidad en los parámetros de comportamiento y bioquímicos, que demuestra un grado

de estrés superior al provocado por los otros dos modelos. Asimismo, se objetivan unas

alteraciones inmunológicas más marcadas y que justifican su selección para un estudio

detallado.

Con el modelo de morfinodependencia se alcanza un nivel de estrés aún mayor,

poseyendo además las especiales características señaladas anteriormente, por lo que

también fue seleccionado para completar su estudio en lo relativo a interacción neuro-

inmune. A pesar de que gran parte de los ensayos inmunológicos se realizaron en los

cuatro modelos, como se cita en el capitulo de Resultados, tan solo se discutirán aquellos

resultados obtenidos en los dos modelos finalmente seleccionados de inmovilización y

morfino depenencia.
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Va- ALTERACIONES INMUNOLOGICAS PRODUCIDAS POR ESTRES EN EL

MODELO DE INMOVILJZACION.

Al considerardetalladamente las modificacionesobservadas en la respuesta inmune

a consecuencia de unasituación de estrés por inmovilización, parece adecuado revisar en

primer lugar aquellas alteraciones de los ensayos “ex vivo”, y posteriormente las

alteraciones correspondientes a los modelos de anafialxia experimental.

Así, hemos observado una disminución de la actividad mitogénica intrínseca de los

esplenocitos, produciendose una depresión máxima a la 24 horas de finalizar el estrés

(80% respecto al control), seguida por una normalización 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 máximo a los 30 minutos de finalizar

el estímulo, manteniendo los niveles a las 24 horas, con una tendencia progresiva hacia

la normalización, Sin embargo, cuando se mantiene el agente estresante durante otro ciclo

semana, no se potencia esta depresión de la respuesta blastogénica (Fig. 30).

Al estudiar los diferentes grupos celulares, observamos que la actividad de las

células 1 resultó ser la más afectada. En efecto, la mitogénesis ConA inducida presenta

unadepresión máxima (de aproximadamente el 50%) a los 30 mm, que cede parcialmente

en la determinación a las 24 h. (55% de respuesta respecto al control), y que

posteriormente, va aproximandose al valor de referencia con una depresión del 30% en la

ultima determinación (Fig. 29); estas modificaciones 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 función del tiempo que se mantiene el agente

estresante y de la dosis de mitógeno, se observa que con dos semanas de inmovilización,

se produce un aumento en la inhibición, que es aún más marcada para las dosis balas de
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mitógeno. Al aumentar la dosis de mitógeno de 1 a 3 ~ig/ml,disminuye la diferencia con

el control en la segunda semana (Fig. 30), correspondiéndose con un nivel más bajo de

corticosterona (Fig. 32).

Con el propósito de obviar, en lo posible, la interacción entre células B y T en las

pruebas de proliferación, hemos ensayado la respuesta frente al anticuerpo monoclonal

2011. Este reactivo presenta una gran especificidad para las células 1 que expresen el

receptor CD3-e, que participa en la trasducción de señales de activación a través de

membrana (OBERDAN y col.1 987), que se usa en estudios de inmuno-regulación ‘Vn vivdt

y que podría tener una aplicación clínica en la modulación por fármacos. Con dicho

anticuerpo 2011 hemos comprobado un comportamiento similar, al que se observa en

presencia de Con A, aunque presentando una inhibición más marcada en la primera

semana, cuando existe un nivel mayor de corticosterona sérica, y sin que se observen

modificaciones al incrementar las dosis de 2011 (Fig. 30). El último parámetro analizado

en relación con los linfocitos 1, es la actividad de IL-2 que presenta una curva parecida a

la de la mitogénesis intrínseca, con depresión inicial, que es máxima a las 24 h, y una

recuperación casi total a los 6 días.

Por tanto, parece claro que el estrés producido por INM provoca una

inmunodepresión más marcada sobre los linfocitos 1, y que se corresponde bien con los

niveles de corticosteronasérica (indice bioquímico de estrés) como queda demostrado en

los párrafos precedentes. Tanto los estudios de seguimiento en función del tiempo

trascurrido desde la finalización del estrés, como los realizados con un tiempo más

prolongado de estrás (2 semanas) con diferentes mitógenos (Hg. 28, 29 y 30), muestran

una buena correspondenciacon el nivel bioquímico de estrés <Fig. 12 y 32). La producción

de 11-2, parámetro indirecto de actividad de linfocitos 1, refuerza esta hipótesis, al presentar

una disminución en la producción de dicha interleuquina que se corresponde con los

niveles de corticosterona, aunque en este caso, presenten su maxima alteración en un
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tiempo más prolongado.

Es posible que esta inmunodepresión inicial tan intensa esté vinculada a la

intervención del factor activador de plaquetas (FAP) liberado durante las primeras horas

de la reacción anafiláctica, puesto que según demostraron BRAQUETy col. (1987), el FAP

interviene en la regulación de la blastogénesis FHA-inducida ‘Vn vitrd’.

La actMdad de los linfocitos B, valorada por la respuesta proliferativa frente a LPS,

presenta una inhibición menos marcada que la de los linfocitos 1, alcanzando una

depresión deI 22% que, progresivamente, va normalizandose al ir disminuyendo los niveles

de corticosterona. Si consideramos las Figs. 28 y 12, observamos una relación inversa

entre corticosterona sérica y mitogénesis LPS-inducida. En el caso de mantener durante

dos semanas la situación de INM, los niveles de COR se mantienen significativamente

elevados con respecto a los niveles normales, mientras que la inhibición sobre células B

no sólo se mantiene sino que incluso, llega a aumentar ligeramente. Creemos que la

depresión de células 6 es consecuencia en parte de la alteración en la células T: En efecto,

los ensayos de proliferación se realizan sobre poblaciones linfocitarias no discriminadas,

de forma que no pueden descartarse interacciones entre ellas.

BENNER y Van OUDENAREN (1979), observaron una inhibición de las células

formadoras de anticuerpos (CFP) frente a LPS de E. coI~ que era inducida por

cort¡costerona en bazo de ratones; mientras que en medula ósea, el fenómeno 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 redistribución de las células 6 que emigran del bazo para acumularse en la

medula ósea.

La IbIs no activada por anticuerpos, implicada en los mecanismos de vigilancia

inmunológica (HEBERMAN y ORTALDO, 1981), es debida a la actividad de células NK

(Fig. 35), y resulta igualmente afectada, con una inhibición que aumenta en la segunda
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semana de éstres, y con unos niveles de COR que se mantienen elevados en ese

momento (Fig. 32). Según las investigaciones de ONSRUD y THORSBY (1981) en

humanos, mediante la administración de 300 mg de hidrocortisona, se comprueba que el

efecto del fármaco es variable, puesto que aparece incrementada la actividad lítica de las

células NK frente a las células diana K562 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 redistribución 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 más 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 citotóxica

de las células NK cabe pensar que el efecto puede deberse a una participación de otros

factores que contribuyen a deprimir aún más la actividad de lIsIs especiflos sobre células

YAC-1. Entre estos factores se encuentran la activación del eje hipófiso-adrenal, o un

aumento en la actividad simpático-adrenal, consecuente con el proceso psicológico

desencadenante de la situación de estrés (IRWIN y coí.1987). Esta sensibilidad de las

células NK, contrasta con la resistencia a corticosteroides presentada por las células

citotáxicas mediadas por anticuerpos (CCAD), (PARRILLO y FAUCI,1978).

El subgrupo considerado en el capítulo de Resultados, como inmovilización con

pasibilidad de autolíberaclán, presenta un nivel de COR mayor, que no se corresponde con

una inmuno-depresión más acusada. Así, los valores de mitogénesis son similares a los

del grupo INM, o incluso más próximos al control, en el caso de mitogénesis intrínseca, o

LPS-inducida (Fig. 34). Es posible que la fiabilidad del modelo de autoliberación sea menor

que la del clásico modelo de INM, ya que es más dificilmente normalizable, puesto que son

más patentes las diferencias de tipo individual (BOHUS y col. 1987), y no puede predecirse
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con exactitud cuánto tiempo tardará en liberarse. Por este motivo, no se continuaron

estudios posteriores con esta variación del modelo inicial.

Por último, en las situaciones de inmovilización habituales, se detectó una

disminución en el número de eoslnálilos circulantes. La escasa literatura sobre este grupo

celular hace que no se atribuya una explicación al fenómeno, aunque estos valores son

utilizados como referencia para estudios posteriores sobre anafilaxia (PSA) <Fig. 36).

En cuanto a los estudios ‘Vn vivd’, se realizaron en los modelos PSA y PCA. En el

primero de ellos, se emplearon las dos proporciones de Ag/Ac mencionadas previamente,

desarrollándose en dos secuencias distintas: en un caso, se provocaba una reacción PSA

en animales sometidos a inmovilización durante una semana. En el otro supuesto, se

inmovilizabaa animales previamentesensibilizados provocandofinalmente la reacción PSA.

De este modo estudiamos la interacción neuro-inmune de un modo bidireccional. Este

modelo permite comprobar los efectos del estrás sobre el fenómeno anafiláctico, a la vez

que nos sirve de ensayo “in vivo” del funcionamiento del sistema inmune.

Al estudiar el desarrollo de la reacción P8A en ratones sometIdas a estés por

inmovilIzación, observamos para la proporción Ag 0.25/Ac 1 un alargamiento espectacular

del TL50 que pasó de 4 a 7 horas, con un discreto descenso de la mortalidad hasta el 83%

del control. Esto refleja un curso clínico más solapado y con una letalidad levemente

alterada. Sin embargo, para la proporción Ag 3/Ac 2, el fenómeno es diferente,

objetivándose un discreto alargamiento del TL~, que pasa de 14,7 a 20,6 horas, y una

marcada disminución de la mortalidad, que queda en el 41,6% del control; lo que podría

ser la expresión de un cuadro con una patocronia similar, aunque de menor letalidad (Fig.

45). Esto refleja, una vez más, una alteración global del sIstema inmune, incapaz de

desarrollar una reacción anafiláctica adecuada. Las diferencias entre ambos patrones están

en relación con la participación o no del sistema de Complemento, tanto en las

posibilidades de eliminaión de PC en función de su tamaño (COCHRANE, 1984), como por
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la naturaleza endotóxica del antígeno que puede activar al Complemento por la vía clásica

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 ratón hIpersensIble sometIdo a situaciones de estrás, la respuesta

para la proporción Ag 0,25/Ac 1 es similar a la descrita previamente, aunque con

diferencias cuantitativas (Fig. 44). La relación Ag 3/Ac 2 presenta una modificación muy

discreta del TL~ (de 16,5 a 19,2 horas), con una disminución de la mortalidad al 50% del

control y que, posiblemente, refleja tan sólo variaciones de tipo individual frente al estrás.

Por tanto, el modelo de PSA con exceso de anticuerpo <Ag O,2SfAc 1) es más

sensible a la inmunodepresión 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 disminución de actividad del sistema inmune, se

refleja de modo cuantitativo en los parámetros de TL~ y mortalidad.

En el modelo de PSA con exceso de antígeno (Ag 3/Ac 2) se afecta más claramente

la mortalidad, con una alteración menor del otro parámetro TLsc,. Estas variaciones

obtenidas para ambos modelos de PSA y en función de la proporción Ag/Ac empleada,

puede ser la expresión clínica de una fisiopatología diferente según participe o no el

Complemento, en consonancia con los resultados obtenidos en estudios de precipitación

‘in vito” para diferentes proporciones Ag/Ac.

La inmunodepresión producida por la inmovilización, fue capaz de anular la

elevación del número de eosln6fllos, que es característica de la reacción PSA; esto puede

ser una consecuencia de la elevación del nivel de corticosterona en suero, que origina un

fenómeno semejante al ya observado por MURRAY y cols (1950) al inyectar cortisona o

ACTH en cobayos hipersensibilizados con BSA. En ningún momento hemos observado

que la situación de estrés por inmovilización afectara al número total de plaquetas.

La inmunodepresión provocada por una situación de estrés en el modelo de INM
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se expresa por una modificación en la presentación 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 más alterado en dichos ensayos fue el de los linfocitos T, como se

constató por los estudios de mitogénesis ConA-inducida, respuesta a 2C1 1, y capacidad

de síntesis de IL-2. Para comprobar esta hipótesis y descartar otros factores de regulación

al interactuar ambos modelos de estrás, realizamos ensayos en esplenocitos procedentes

de ratones en situaciones de estrás. En cuanto a estos parámetros de actMdad celular,

la estimulación mitogénica que habíamos descritoen la reacción PSA, posiblemente debida

a efecto directo de la EDTX, desaparece al provocar la situación de estrás, produciendose

una disminución muy acusada de esta respuesta. Esta alteración mitogénica se refleja,

tanto a nivel de los linfocitos T como de los B; aunque unavez más, los primeros resultan

más susceptibles. Así, en el estrás debido a la inmovilización, se produce una disminución

de la mitogénesis inducida por ConA y de la actividad de IL-2 (Fig 49), previamente

estimuladas por la reacción PSA (Fig. 23 y 24). La actividad de las células NK, previamente

inhibidas por la reacción PSA, sufren una inhibición aún mayor.

Todas estas alteraciones se corresponden con una marcada elevación de la

corticosterona sérica, producida al añadir una situación de estrás (INM) a la reacción

anafiláctica que se utiliza como determinante inmunológico.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos afirmar que el cambio producido

por la inmovilización en la presentación clínica del shock anafiláctico es debido,

fundamentalmente, a una disminución en la actividad en los lInfocito. T, principales

reguladores de la respuesta inmune, así como a una disminución del número de

eosinólllos, grupo celular implicado en la patogenia del cuadro.

Al estudiar las variaciones debidas a la inmovIlIzación (INM) en la reacción

cutánea PCA se utilizaron dos tipos de sensibilización, indicadas como de piel complete

y de reaccIón 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 más sensible a los

cambios debidos a la comunicación neuroinmune. Así, como se observa en la Fig. 46, el

valor medio de la lesión pasa de 6 a 3.8 mm, con una disminución del 60% respecto al

control, para estos casos de sensibilización en piel completa.

V.3.- VARIACIONES EN LA RESPUESTA INMUNE DE RATONES SOMETIDOS A

SITUACIONES DE ESTRES POR MORFINODEPENDENCIA

En este modelo, la inmunomodulación resulta más compleja de interpretar que en

los casos anteriores de inmovilización (INM), puesto que nos encontramos con varios

mecanismos posibles de regulación. Podemos sugerir tres mecanismos básicos para

explicarlos efectos dala morfinasobre las lInfocitos: a) efecto directo sobre dichas células,

a través de receptores específicos; b) efecto indirecto a través de otras células implicadas

en la respuesta inmune; y c) efecto mediado por el SNC a través de mecanismos

neuroendocrinos o del sistema nervioso autónomo (SNA). Existen evidencias en la literatura

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 inmovilización. Como vimos en el estudio

preliminar de los modelos, la morfino dependencia conlíeva un nIvel bIoquímIco de estés

más elevado que la inmovilización, presentando en la segunda semana, una diferencia aún

más acusada. Otros autores han descrito igualmente aumento en los niveles de ACTH y

prolactina, (BRYANT y col. 1988, 1988c).Sin embargo, como veremos más adelante, el

efecto sobre el sistema inmune no es solo cuantitativamente diferente. Si comparamos

estos resultados con los que aparecen en la Fig. 28, observamos cómo la

inmunodepresión 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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inmunodepresión.

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, quizás a nIvel

de receptores 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 deberían al

desarrollo de una sItuación de estés, con un aumento de COR que justificaría la

inmunodepresión comprobada e incluyendo este efecto de la MFN dentro de un amplio

marco que engloba al eje neuroendocrino (MOREY y col., 1971>.

En los estudios de actividad celular específica, hemos constatado una mayor

afectación de lascélulas T, respecto de las 8. Sin embargo, si comparamos con el modelo

de INM esta inmunodepresión es en conjunto mayor, correspondiendose con un nivel

mayor de COR. Una vez más, la actividad de célulasT fue valorada por mitogénesis ConA-

inducida. En cuanto a la producción de IL-.2, se observa una depresión hasta el 58% de

actividad que se mantiene a las 24 horas (Fíg. 33). Este modelo presentó la depresión

máxima en la respuesta a ConA, alcanzando hasta un 22% de la respuesta control, para

mostrar posteriormente una tendencia hacia la normalización (Fig. 30). En este caso, la

máxima inhibición se produjo a las 24 horas, a diferencia de lo ocurrido en la INM que

mostraba el máximo a los 30 minutos. Esto parece ser debido a que la supresión del

estrés en el modelo INM es inmediata, mientras que tras retirar el “pelle!’ de morfina,

persisten niveles circulantes de esta sustancia, por lo que no se consigue unadesaparición

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 administración de una dosis única de morfina, que parece ser

dosis dependiente, y que coincide con el nivel máximo de biodisponibilidad de morfina

(BAYER y FLORES 1991). Esto hablaría 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 crónicas de MFN, no coincidiendo

necesariamente con un nivel sérico máximo de la droga (BRYANT y col. 1 988c), pareciendo

correlacionarse con niveles más elevados de COR.

Todo ello hablaría en favor de un efecto a nivel central <a partir del SNC),

secundario a la situación de estrés provocada. Como veremos al hablar de actividad NK~

hay otras evidencias en la literatura de que se precisa la integridad del eje hipotálamo-

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 1 pueden ser revertidos manipulando el eje neuroendocrino (BRYANTy col.

1988a). En los ensayos con dos semanas de morfinodependencia se observó una

inmunodepresión mayor, que se acompañaba 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, aunque la

determinación puntual al término del ensayo sea algo menor.

La actividad de los lInfocitos E, que en el modelo de INM mostraba una ligera

disminución (respuesta del 78% respecto al control), se encontraba más claramente

deprimida en este modelo. Como se ha podido ver en la figura 29, la respuesta a LPS

disminuyó hasta el 66% respecto al control. Una vez más, observamos la misma relación

temporal con el mínimo de respuesta a las 24 horas. La mayor afectación 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 depresión mas acusada en todos los grupos

celulares. Para algunos autores, este efecto sobre la respuesta humoral se debe más a la

disminución de las funciones de linfocitos T, o de otras células intermediarias en su

cooperación con las células B, que a un efecto directo sobre estos linfocitos (WEBER y col.

1987). Esto concuerda con nuestros resultados, puesto que las mitogénesis se inducen

sobre grupos celulares purificados en conjunto, utilizando como factor de discriminación

DiscusiÓn.186



la selectividad del mitógeno 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 cooperación T-B.

La actividad de células NK mostró una depresión 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 administración intensa y puntual de

MFN (SHAVIT y col. 1965); sin embargo, la administración mantenida durante 4 dias

produce una disminución en la respuesta citotóxica por células NK Este último fenómeno

es dosis dependiente, saturable, estereoespecífico, y reversible por naloxona Vn vito”; ello

apunta claramente a un efecto dependiente de receptores situados en las células

inmunocompetentes (SHAVITy col 1966). Otros autores han demostrado la necesidad de

un eje hipotálamo-hipofisario (HPT-HPF) intacto para que la morfina administrada induzca

al SNC, a producir este efecto sobre las células NK (SHAV1T y col 1986a>.

En nuestro estudio, la inducción de un síndrome de abstinencia con Nx, que

aunque conlíeva un mayor estrés, implica simultaneamente un efecto antagonista de MFN

a nivel receptores específicos, se asocia a una mayor depresión de estas células

citotóxicas. No obstante, si valoramos los resultados tras dos semanas de estrés, esta

correlación entre COR y depresión NK, no se mantiene claramente. En efecto, si

consideramos los resultados de las figuras 32 y 35, no podemos establecer una

correlación directa entre los niveles de corticosterona y la actividad NK Estos resultados,

implicarían una regulación más compleja para este grupo celular, en la que participarían,

tanto elementos receptoriales de las propias células, como factores de un nivel superior

correspondiente a una regulación neuroinmune (IRWIN y col.1987; KATZ y col. 1985>.

En cuanto a la repercusión sobre otros grupos celulares implicados en reacciones

de anafiláxia, los eosínófilos sufren una inhibición máxima en las situaciones de

morfinodependencia, presentando el recuento celular más bajo de todos los modelos;
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mientras que el número de plaquetas se eleva discretamente, aunque estas pequeñas

variaciones podrían carecer de significación clínica. Existe alguna evidencia de que las

plaquetas humanas podrían tener receptores opioides, pero estos datos no estan aún

suficientemente contrastados (MEHAISHI y MILLS 1983).

Cuando estudiamos el desarrollo de un síndrome de abstinencia mediante la

administración de naloxona (Nx), encontramos una brusca elevación de los niveles de

COR, reflejo del gran estrés que acompaña al cuadro clínico de este síndrome (Fig. 13).

Por este motivo, esperabamos una potenciación de los efectos inmunosupresores

observados en los animales monino dependientes, como se había constatado en la

actividad NK (Fig. 35), con una disminución marcada de su actividad coincidente con

aumentos en el nivel de COR; sin embargo, esta correspondencia no se mantiene al

prolongar la situación durante dos semanas, según se ha comentado previamente.

No pudo comprobarse una clara correlación en todos los parámetros analizados.

Así, al considerar los resultados de la mitogénesIs intrínseca (en PBS), se observa una

inmunorrestauración debida a la Nx; efecto que no aparece al añadir Nx al grupo control

y que, por tanto, no puede considerarse dependiente de un efecto intrínseco del fármaco.

Estos resultados apuntan a que este efecto de la MFN sobre los esplenocitos, podría

deberse, al menos parcialmente, a un mecanismo de interacción 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 interacción.

En la mitogénesis de células 8, se produce una recuperación 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 2011, presenta una

inmunorrestauración variable, más patente en los ensayos con dosis bajas de mitógenos.
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Tan sólo en el caso de ensayos con 1 pg de ConA y una semana de estrás, 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 acción directa del fármaco, o implica otros sistemas de autorregulación.

En los estudios realizados con dos semanas de estrás, quedó patente, una vez

más, cómo la Nx disminuía el efecto inmunodepresor de la MFN, especialmente para las

células 1, no pudiendo demostrarse ningún efecto sobre los grupos control.

En cualquier caso, el sencillo modelo teórico: estrás, seguido de elevación de

corticoides, y la consiguiente inmunodepresión, no parece ser la única explicación de

nuestros resultados. Nos encontramos con que la Nx provoca un nivel de estrés mas

acusado y un nivel más elevado de COR; pero que, en contra de lo esperado, se produce

una corrección parcial de la inmunodepresión debida a la MFN. Esto hablaría 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 específicos

en un corto espacio de tiempo.

Es lógico pensar que, en este modelo de estrés, se acumula el efecto de la MFN

al del estrás neurologico, con un nivel de OCR elevado, tal como quedó demostrado en

el modelo de INM; pudiendo existir, además, una acción directa sobre los receptores

opioldes específicos, que sería antagonizada por Nx. El corto espacio de tiempo

trascurrido entre la brusca elevación 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 , puesto que en determinados ensayos, también se han encontrado

variaciones en los grupos control tratados.

Los modelos utilizados para la valoración de la respuesta anafiláctica <PSAy PCA),

demuestran igualmente una inmunodepresión secundaria a la MFN, que es más acusada

que la obtenida en el caso de INM. Para la reacción PSA, seguimos un plan de trabajo
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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 explicó en el capítulo de Resultados, las dos secuencias obtuvieron

resultados cualitativamente similares (Figs. 44 y 45). Para el modelo Ag O,25/Ac 1, que

recordamos se asociaba “in vitrd’ a inmunocomplejos de gran tamaño, de rápida

precipitación y con poca participación del Complemento, se constató una atenuación del

cuadro patológico, con una prolongación importante del TL~, acompañada de una

disminución del índice de mortalidad; lo que refleja una inmunosupresión más acusada que

en el caso de INM. En el otro modelo (Ag ~Ac 2), el efecto es sorprendentemente 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 acción principalmente en las células 1.

La Naloxona «489 contrarresta el efecto de la MFN, en lo que se refiere al desarrollo

del cuadro con una disminución de los valores de TL~ (que llegan a alcanzar la

normalidad en el modelo con exceso de antígeno). Sin embargo la mortalidad aumenta en

todos los casos colocándose en niveles próximos al control en tres de los cuatro modelos

(Figs. 44 y 45).

Los parámetros de inmunidad celular analizados en los animales sometidos a

estrés, y para el modelo de PSA establecido, corroboran la inmunodepresión secundaria

al tratamiento con MFN <Figs. 46, 47 y 48), mostrando una vez más una afectación mayor

a la objetivada en el modelo de INM, con cierta selectividad para los linfocitos T, y siendo

válidas aquí, las consideraciones reseñadas en el apartado anterior para similares estudios

en el modelo de INM.

DiscusiÓn. 190



V.4.-MODULACION FARMACOLOGICA.

En un doble intento de modular la respuesta inmune y aportar más datos sobre su

interacción con el SNC, se ensayaron cuatro grupos de fármacos.

A) En primer lugar utilizamos farmacos adaptógenos que nos permitieran

disminuir el nivel de estrés. Los extractos saponínicos de Eleuterococus senticosus han

demostrado en trabajos previos, un incremento de la capacidad de adaptación 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 1 Omg/Kg, haciendo

coincidir el estímulo estresante con la última parte del tratamiento. Así, pretendíamos

demostrar si el empleo de fármacos adaptógenos permitiría disminuir el nivel de estrás,

cuantificar esta variación, y confirmar una corrección de la inmunodepresión obtenida con

la inmovilización. Esta tesis ha podido ser comprobada, como se refleja en las figuras 51

y 52, confirmandose una dIsmInución de lo. niveles de COR, que pasan de 51 a 32 pg/1 00

ml. Estos resultados se corresponden con los descritos previamente por PETKOV y col en

1966, al medir variaciones en la producción adrenal tras tratamiento con estas sustancias.

A consecuencia de esto, la respuesta mitogéníca de las células T, deprimida por la INM,

aumentó hasta alcanzar practicamente los valores de referencia en el grupo control; sin

embargo, el tratamiento sobre el grupo no estresado, no produjo cambios en dicha

actividad celular, por lo puede descartarse un efecto intrínseca del fármaco sobre esta

población celular. El efecto sobre los linfocitos B fue menor, del mismo modo que fue

menor aún el efecto de la INM sobre las células procedentes de ratones así tratados.

En los estudios de respuesta anafiláctica, segun la pauta descrita en el capítulo de

Resultados, se ha confirmado una restauración de esta respuesta, que alcanza

practicamente los valores de los animales no estresados (en TL~ y mortalidad). Esto
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parece debido efectivamente a la disminución del estrés, con descenso en los niveles de

CON, y consecuente recuperación de la actividad de linfocitos 1 y eosinófilos. Las

diferencias para las dos proporciones de Ag/Ac son de escasa importancia, como cabe

esperar de un tratamiento que actúa en la rama aferente del estrás, y que por tanto tiene

escaso efecto a nivel del Complemento.

El modelo de morfinodependencla <MFN), mostró una discratisima respuesta al

tratamiento, con escaso descenso de los niveles de CON, y consecuentemente un TL~

muy similar al grupo no tratado.

El modelo de lnmovzaclán (INM), se comporta como una situación de típico estrás

psiconeurógeno, debido a un cambio brusco en las condiciones ambientales, con la

consiguiente incapacidad de adaptación, y reacción neuroendocrina asociada, por lo que

es más sensible a la acción de un fármaco con efecto adaptógeno. Sin embargo, el

modelo de MEN se muestra una vez más, como un sistema complejo, en el que el estímulo

se mantiene constante e implica en su metodología sustancias con efecto directo sobre el

SNC y el inmune, siendo menos sensible a este tipo de tratamientos.

B) El siguiente ensayo de manipulación farmacológica es el empleo de dIetil-

dittilocarbamato <DTC), un inmunomodulador que según se documenta en estudios

anteriores, actúa a nivel del neocórtex (RENOUX y col. 1984). La acción de este fármaco,

junto con los ensayos previos, que demostraban la importancia de la lateralización

hemisférica en el control neurológico de la respuesta inmune (NEVEU 1988, y RENOUX y

col. 1980>, resallan la importancia del neocórtex (punto de partida de la reacción de estrés

neuropsiquico) en la respuesta inmune. Para este ensayo, se emplea un protocolo similar

al del del fármaco anterior, con una dosis que se ajustó en 25 mg/Kg de peso.

Los resultados obtenidos muestran un efecto estimulante intrínseco del fármaco

sobre los llnfocltoeT (Fig. 53>. Este efecto no parece estar mediado por el eje hipotálamo-

hipófiso-adrenal, puesto que se corresponde con niveles elevados de CON circulante a
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pesar del tratamiento (Fig. 54>. Así, el modelo de INM, que mostraba una buena

correspondencia entre el nivel de estrás alcanzado y la inmunodepresión (especialmente

de linfocitos T), presenta una corrección parcial de este efecto al emplear el DIC.

Los ensayos ‘Vn vivo” muestran igualmente unamodificación del TL~, que disminuye

al originarse una mayor actividad inmunológica, que se corresponde con unos niveles de

COR elevados. Parece que el efecto del DIC. a través de neocórtex, 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-dependencla, que mostraba una complejidad mayor en los

estudios de apartados anteriores, parece más sensible al efecto del DIC en nuestros

ensayos “ex vivo» (Fig. 53); sin embargo, en la reacción PSA, no se producen

modificaciones en cuanto a la duración del cuadro. Estas variaciones se desarrollan en

presencia de niveles de COR elevados, lo que refuerza la hipótesis anteriormente

explicada, así como la idea de que existe una mayor complejidad en la regulación de este

modelo de estrás. 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.

O) El siguiente grupo de fármacos está integrado por reguladores del sistema

serotonérgico, histaminérgico, y por el cromoglicato, que se ha incluido en este apartado

por su implicación en fas reacciones inmunológicas mediadas por hipersensibilidad.

Considerando en primer lugar los fármacos antihistamínicos , vemos que la

CIMETIDINA es un agente anti-H2 de primera generación, cuyo uso principal es la

regulación de la secrección gástrica, 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-encefálica, tanto a nivel neurológico

(somnolencia), como endocrino (aumento en la producción de prolactina), hacían esperar
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algún efecto sobre la regulación neuroinmune. Así, encontramos en el modelo de INM un

aumento de la mitogénesis inducida, que llegaba a superar los valores previos a la acción

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 usó este fármaco (PLAUT y cols. 1982).

Este efecto no parece debido a la mediación adrenal, pues los niveles de COR no

sufrieron variación. En el ensayo de anafilaxia (PSA>, no se observó potenciación o mejor

funcionamiento del sistema inmune, comprobándose un TL~ más prolongado. Otros

autores han descrito efectos de la histamina sobre celulas inmunitarias mediadas por

receptores H2 y con una disminución de la producción de mediadores celulares e

inmunoglobulinas, así como una menor actividad de neutrófilos (GANELLIN y col 1982).

Estos resultados podrían explicarse también por la persistencia del estimulo del estrés. En

el modelo de MFN se obtuvieron resultados con unacierta dispersión que no permiten una

interpretación 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 resuitados muestran una estimulación de

la mitogénesis ConA- y LPS-inducidas que, en el caso de la inmovilización, alcanza los

valores previos a la situación de estrés, y en la morfinodependencia queda algo por debajo

de los valores control, aunque se comprueba la tendencia hacia una inmunorrestauración

(Figs. 56 y 57). Los niveles de COR permanecieron por encima de los valores normales,

como era de esperar en un fármaco sin efectos neuroendocrinos. Las pruebas de

anafilaxia demostraron una corrección de la actividad inmunológica (con valores de TL~

más cortos> en ambos modelos de estrés y coincidiendo estos resultados con los

obtenidos en los ensayos ‘ex vivo”.

La CLORFENIRAMINA se seleccionó por su potente acción y por la abundancia de
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efectos centrales, reportados en los ensayos clínicos 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 intrínseca, pero sin que se observaran variaciones en los ensayos mitógeno-

inducidos. En los estudios de anafilaxia se detectó un aumento de la mortalidad, incluso

previo al desencadenamiento de la reacción 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 morfinodependencía.

La CIPROHEPTADINA se seleccionó por su efecto antiserotoninérgico, asociado a

un efecto anti-histamínico, y a una cierta acción dopaminérgica. Se ha descrito un aumento

de la secrección 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 estrás, con niveles de COR más bajos que los grupos no

tratados; y por otro, presenta un efecto inmunodepresor a nivel celular. El primero puede

explicarse por la inhibición del efecto serotonínico sobre la hipófisis, ya que algunos

autores refieren un aumento en la producción de ACTH debido a serotonina, (KRIGE y col

1978).

Los animales tratados con ciproheptadina presentaron unaclara disminución de la

blastogénesis intrínseca, y de la mitogénesis en células sensibles. La mitogénesis ConA-

inducida, que es la más afectada por el estrás en ensayos previos, continúa deprimida a

pesar de la disminución de COR, en consonancia con los otros grupos celulares. Esta

depresión no dependiente de los niveles de COR se corresponde con una prolongación

del TL50 en los ensayos de PSA.

D) El último grupo de fármacos, cuyos resultados se resumen en las Figs. 60 a,

b, y c; y en la Tabla IX, incluye inhibidores del Complemento (Suramina), inhibidores de la
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acción plaquetaria (Ticlopidina) y antiinflamatorios (Indometacina yAcido flufenámico). Este

heterogéneo grupo reune fármacos cuya única característica común es el hecho de actuar

sobre el brazo eferente del sistema inmune, y se seleccionaron buscando electos en el

último eslabón de la interacción neuro-inmune, asi como variaciones en su mecanismo de

acción al encontrarse el sujeto bajo una situación de estrás.

El tratamiento con SURAMINA nos permitió confirmar la hipotesis de que la diferente

manifestación clínica de los dos modelos de PSA era debida al sistema de Complemento,

yaque con exceso de Ag (Ag 3/Ac2) se producen inmuno-complejos de pequeño tamaño,

aclaramiento rápido y con activación del Complemento (a diferencia de lo que ocurría en

la proporción Ag O,25/Ac 1). En el modelo de PSA correspondiente, se produce un cuadro

con un TL~ más prolongado que en el otro grupo. Al aplicar el tratamiento con suramina

en ambos modelos de PSA, se produce un acortamiento del TL~ 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 presentación clínica en ambos modelos se asemeja bastante. Estos

resultados confirman la hipótesis inicial, y refuerzan la existencia de dos modelos de PSA

con diferente patogenia.

Este efecto se observó también en el grupo de ratones inmovilizados sin que se

produjeran cambios en la concentración sérica de OCR. Esta homogeneidad de resultados

hizo que no se ensayara en el grupo de morfinodependencia.

En los tratamientos con TiCLOPIDINA, no presentó resultados de interés, ya que

en todos los grupos ensayados se constató una disminución del recuento plaquetario, sin

cambios ni en los niveles de OCR, ni en los parámetros de PSA. Del mismo modo no pudo

demostrarse diferencia en su acción debida al estrés.

En el tratamiento con los dos agentes antiinflamatorios, obtuvimos diferentes

resuitados para ambos. Así, el ACIDO FLUFENAMICO produjo una disminución en los
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niveles de COR, especialmente en los grupos de mayor estrás (Fig 60 a, b, y c). Sin

embargo, en la literatura revisada no se han encontrado antecedentes que justifiquen este

efecto, aunque algunas publicaciones refieren cambios en la secreción de hormonas

hipotalámicas tras la ingesta de antiinflamatorios.

Por otra parte, se comprobó el efecto inhibidor del fármaco sobre el sistema de

Complemento, al presentar una acción similar a la de la suramina. Provocando una

disminución del TL~ en uno de los grupos experimentales de anafilaxia en que se ensayé

(Ag 3IAc2); tanto en el grupo con estrás por de inmovilización, como en el grupo sin

estrés. Esta acción cualitativamente similar a la de la suramina, aunque menos intensa,

había sido descrita previamente en nuestro Departamento (PORTaLES, 1989>.

En el grupo de morfinodependencia se comprobaron niveles de COR disminuidos

respecto al grupo no tratado; pero aún así, éstos siguen siendo muy superiores a los del

grupo control.

La INDOMETACINA, por su parte, produjo una elevación de COR en todos los

grupos excepto en el de morfinoependencia que presenta resultados paradójicos. No

hemos podido encontrar información sobre este efecto en la literatura revisada. Sin

embargo cabe suponer, por la farmacocinética de esta sustancia, que este efecto sea más

periférico que central, puesto que por su alta afinidad con las proteínas séricas, traspasa

con dificultad la barrera hematoencefálica (GOODMAN, 1986). Se han descrito elevaciones

de la concentración sérica de COR, con otros fármacos antiinflamatorios del tipo salicilato

(GOODMAN, 1986 b), pero no con esta molécula.

En cuanto a la presentación del cuadro clínico en la reacción de PSA, no se

observan diferencias entre los grupos con exceso de Ag o Ac, ya que este fármaco no

parece tener efecto selectivo sobre el Complemento. En el modelo de inmovilización se

observa una prolongación del TL~ con disminución del índice de mortalidad, consecuencia

de su efecto antinflamatorio directo, reforzado por el aumento de inmunosupresión
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secundaria a una situación de estrás (elevación de los niveles de COR>. El modelo de MFN

tuvo de nuevo un comportamiento paradójico tras la utilización del fármaco, lo que revela

una regulación más compleja del mismo.
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VI. RESUMZN Y CONCLUSIONES.



1.- El modelo de inmovilización establecido, resulta incruento y normalizable, es capaz de

producir un cuadro de estrás experimental repetible y cuantificable comportamental y bio-

químicamente. En esta situación se origina una inmunodepresión de carácter generalizado

que afecta básicamente, a la regulación de la respuesta inmune a nivel celular.

2.- También puede originarse una situación de estrás mediante la instauración de morfino-

dependencia, que se agudiza al inducir un síndrome de abstinencia; y que, en cualquier

caso> produce una inmunodepresión más intensa que la originada por inmovilización, y se

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

3.- La inmunodepresión subsiguiente a las situaciones de estrás aquí 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 cooperación celular T-B.

4.- Las respuestas de anafilaxia pasiva sistémica aquí estudiadas, presentan una diferente

fisiopatología en función de la relación Ag/Ac, que hace posible la participación o no del

Complemento. Sin embargo, las reacciones cutáneas salo permiten detectar alguans

variaciones cuantitativas.

5.- La inmunodepresión originada en situaciones de estrás, condiciona una disminución en

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

linfocitos T y de una disminución del número y función de eosinófilos.
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6.- La interacción neuro-inmune en situaciones de estrás, cursa con una inmunodepresión

de similares características sea cual fuere el origen del agente estresante. Sin embargo se

observan algunas diferencias: as~ en el caso de morfinodependencia, parece existir una

regulación multifactorial mas compleja que implica tanto al eje neuro-endocrino, como a

interacciones receptor ligando en células inmunocompetentes.

7.- La modulación de estas interacciones puede conseguirse: a) mediante tratamientos con

eleuterósidos, que parecen intervenir directamente en los mecanismos neuroendocrinos

de estrés, a nivel de mensajeros secundarios; b) actuando con inmunomoduladores sobre

el neo-córtex, consiguiendo una restauración de la respuesta inmune por mecanismos que

parece no implicar el eje hipofiso-adrenal.

a- En cuanto al resto de los fármacos ensayados: a) los tratamientos con anti-histamínicos

y antiserotonérgicos, según nuestro protocolo, no parecen intervenir en la comunicación

neuroinmune, aunque se observan efectos sobre el mecanismo inmunitario; b) los

tratmientos con antiinfalamatorios, pese a su capacidad de intervenir en la activación del

Complemento y en el brazo efector de la respuesta inmune, no parecen interferir con el

mecanismo de inmunodepresión secundario al estrés.
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