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Abstract

The objective of thisresearch wasto observeif the granulocytic colony stimulating factor
(G-CSF) effect, can be transferred to 1% glucose solution using classical conditioning
paradigm. The design was oriented by the established parameters in the conditioned
inmunosuppresion with ciclofosfamide and saccharine. Previously, the neutrophil levels
were tested as an effect of: the drinking time reduction to 15 minutes per day, the 1%
glucose solution ingest during 15 minutes per day, and of one single intraperitoneal doses
of 20 mg/K of (G-CSF). Then the conditioning of G-CSF and 1% glucose solution was
tested after one and two pairing sessions. The results are according with the Ader, R. et al.
(1991) view, who refering to Solvason, B. et a. (1998) findings, state that thereis not yet
enough experimental evidence that support the inmunocompetence conditioning
phenomenum.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue observar si el efecto del factor estimulante de colonias
granulociticas FECG puede transferirse a una solucion de glucosa al 1% utilizando
paradigma de condicionamiento clasico. El disefio se orienté por los lineamientos
establecidos en la inmunosupresion condicionada con ciclofosfamida y agua azucarada.
Previamente fueron evaluados | os niveles de neutrofilos como efecto de: la reduccién del
tiempo de bebida a 15 minutos por dia, €l consumo de glucosaa 1% durante 15 minutos
por dia, y deunasoladosisintraperitoneal de 20 mg/k de FECG. Posteriormente se evalud
el condicionamiento de FECG con soluciédn de glucosaa 1% luego de unay dos sesiones
de emparejamiento. L os resultados estén en consonanciacon laposturadeAder, R. Y cols.
(1991) quienes, refiriéndose a los hallazgos de Solvason, B. y cols. (1988) afirman que
aun no existe suficiente evidencia experimental que demuestre el fenémeno de la
inmunocompetencia condicionada.
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La psiconeuroinmunologia (PNI) es €
estudio de lainteraccion entre la conducta,
el sistema nervioso y el sistema inmune
(Adery Cohen, 1993; Ader, Coheny Felten,
1995; Maier, Watkins y Fleshner, 1994,
Stitesy Terr, 1993). Se desarrolla como un
campo integrador frentea estudio indepen-
diente de estos sistemas, poniendo de mani-
fiesto una concepcion interactiva de los
sistemas inmunitario y neuroendocrino en
laregulaciony desarrollo de susfunciones,
siendo €l sistema inmune desde esta pers-
pectiva, un verdadero érgano sensorial que
capacitaal organismo en su interaccion con
el ambiente (Maier y Cols. 1994).

Lasinteracciones que estudiala PNI se
basan en el hecho de que €l cerebro, los
ganglioslinféticos, |os nervios autbnomos,
las glandulas endocrinas, € timoy el bazo,
se comunican a través de hormonas,
neurotransmisores, neuropéptidos y cito-
cinas, elementos capaces de interactuar
directamente en cada uno de estos 6rganos
a través de receptores especificos (Ader,
1991; Kendall y Al-Shawaf, 1991 citado por
Black, 1995; Maestroni, Conti y Pedrinn,
1992; Reichlin, 1993; Blalock, 1994; Maier,
Watkinsy Fleshner, 1994; Abbas, Lichtman
y Pober, 1995; Ader, Coheny Felten, 1995;
Blalck 1995; Chriusos, 1995; Goodkin, K.,
Fletcher, M., y Cohen, N., 1995; Savinoy
Dardenne, 1995).

Se podria afirmar que dentro de la PNI,
el condicionamiento pavloviano ha sido
estudiado en dos momentos; € primero en
la década de los 20s ddl siglo pasado, d in-
terior delaantiguaUnion Soviéticaen donde
la propuesta de Pavlov sobre €l condiciona
miento de las respuestas fisioldgicas con
eventos externos Ilamaba la atencién de
quienes orientarian € estudio biolégico del
comportamiento en esaregion del mundo. A

pesar de las deficiencias metodol 6gicas
propias de la época, se realizaron con-
dicionamientos de eventos incondi cionados
tales como inyecciones de solucién salina,
estimulos dolorosos (calentamiento de las
orejas en los congjos) y activadores inmu-
nol 6gicos que hacian e papel de estimulos
incondicionados (Ader y Cohen, 1982; Ader,
Felten'y Cohen, 1991; Borras, 1994).

El segundo periodo comenz6 con la
demostracion experimental que hicieron
Robert Ader y Richard CohenenlaUniver-
sidad de Rochester en 1975, sobre la deno-
minada inmunosupresion condicionada en
ratas. Fendbmeno que identificaron durante
el desarrollo de experimentos que buscaban
poner apruebalahipétesis de quelaresis-
tenciaalaextincion de la respuesta condi-
cionada (aversion a sabor dulce) eradirec-
tamente proporciona al volumen de saca
rosaconsumidaen unaasociacion Unicacon
ciclofosfamida(CY)), sustanciaque produce
un efecto inmunosupresor, nauseas y alte-
raciones gastrointestinales. Los investiga-
dores observaron que los animales a los
cuales se les suministraba més cantidad de
agua azucarada presentaban mayor proba-
bilidad de muerte. Este hecho no tenia otra
explicacion qued condicionamiento clasico
de la CY con el agua azucarada. Ader y
Cohen trabgjaron intensamente en la vali-
dacion de esta hipotesis durante los si-
guientes 10 afios (Ader y Cohen 1982; Ader,
Felteny Cohen, 1991; Borras, 1994). Para-
lelamente se realizaron estudios del mismo
perfil pero con enfermedades como €l lu-
pus eritematoso sistémico y la artritis reu-
matoidea (Ader, Felten y Cohen, 1991;
Klosterhalfen y Klosterhalfen, 1983).

Asi como laCY, con su efecto inmuno-
supresor, puede condicionarseaun estimulo
inocuo como el agua azucarada, en sentido
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contrario, un factor estimulante de colonias
granulociticas (FECG) como €l filgrastim
también deberia poderse condicionar a
estimul os neutros. Solvason, B., Ghanta, V.
and Hiramoto, R. (1988) demostraron cdémo
larestriccion fisica (estrés fisico por inmo-
vilizacion), por unlado, neutralizé €l efecto
del &cido polinosinico-policitidilico (poly
I:C) el cual activalascélulasNK enratones
con mielomaMOPC 104E; y por otro, dis-
minuy6 el tamafio del tumor y aumento el
tiempo de supervivenciaen ratones con 0s-
teosarcoma murino cuando se aplicaba
junto a unainyeccion de Poly I:C (20 mg/
K). Estosautores observaron que larespues-
tadelascéulasNK por efecto del poly I:C
se podiacondicionar con €l olor aacanfor.
En 1988 confirmaron su observacion al tra-
bajar en un experimento en el cual, ademas,
emparejaron con € mismo estimulo incon-
dicionado (poly I:C), glucosa a 1% junto
con 125 mg/k de cloruro de litio €l cua
genera alteraciones gastricas molestas. Sin
embargo, Ader y cols. (1991) no avalaron
estas observaciones. Queda planteada en-
tonceslanecesidad dedilucidar si el condi-
cionamiento clasico entre un FECG y una
sustancia inocua produce resultados
satisfactorios.

Dentro delainmunidad humora y celu-
lar, la proliferacion, diferenciacion, desa-
rrollo y funcion de las células progenitoras
estd mediada por hormonas proteicas
[lamadas citocinas; estas se dividen en tres
grupos. monocinas, cuando las producen los
fagocitos mononucleares; linfocinas, las
producidas por loslinfocitos T activados, y
factores estimul adores de colonias que son
producidos tanto por los monocitos como
por loslinfocitos T. En particular, e factor
estimulador de colonias de granulocitos
(FECG) sintetizado por lascélulasT activas

y los fagocitos mononucleares, es un poli-
péptido capaz de estimular las células pro-
genitoras de la médula ésea que han sido
iniciadas hacia la formacion de granulo-
citos. Su estructura molecular en humanos
se ha estudiado en profundidad, tanto que
esta sustancia se produce a gran escaa a
partir de la manipulacion del gen que lo
sintetizay se conoce comercialmente como
filgrastim (Abbas, Lichtmany Pober, 1995;
Hardman, Limbirdy Goodman, 1996; Dex-
ter y Spooncer, 1987; Nicola, Metcalf,
Matsumoto y Johnson, 1983). El filgrastim
se utiliza en la practica clinica para dismi-
nuir laincidenciadeinfeccion en pacientes
con neutropeniafebril secundariaalatera-
pia mieloablativa o mielosupresiva, en la
terapia cronica de pacientes con neutrope-
nia congénita, neutropenia ciclica o idio-
pética (Dexter y Spooncer, 1987; Hardman,
Limbird y Goodman, 1996).
Lafarmacodinamiay farmacocinéticade
filgrastim sehaestudiado enratas, hamsters,
perros, monos y humanos mostrando
resultados consistentesin vivo e in vitro; en
especial, lo relacionado con & crecimiento
decdulastumorales, losefectossegun d tipo
de administracion, € conteo ascendente de
neutréfilosen sangre periféricay surelacion
positiva con la dosis (Souza, Boone y
Gabrilove, 1986 Donahue y Otros, 1986;
Welte,K., Bonilla,M.A., Gabrilove,J., Gillio,
A.P, Potter,G.K., 1987; Begley, Metcalf y
Nicola, 1988; Clark y Kamen, 1987; Ulich,
Del castillo y Souza, 1988; Berdel,
Danhauser-Rield, Steinhasuer y Winton,
1989; Morstyn, Lieschke'y Cebon, 1989).
Estainvestigacion se oriento a estudio
de una posible transferencia del efecto
inmunoestimulante del FECG alasolucion
de glucosa a 1% bgjo €l paradigma de
condicionamiento clésico.
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METODO

Qjjetos

Se trabajé con 32 ratas Rattus norve-
gicus -wistar-, machos, adultos, con pesos
entre 220 y 250 gramos, adquiridos en €
Bioterio central delaUniversidad Nacional
de Colombia. Los animalesfueron habitua-
dosdurante 10 diasaciclos de luz - oscuri-
dad de 12 horas (comenzando con luz alas
6 am) y aunatemperaturade 23 + 1 °C.

Técnicas e Instrumentos

Inmovilizador deratas paralatomade
muestras de sangre en la cola. Este instru-
mento fue disefiado en el |aboratorio, se
trata de un tubo pléstico con una ventana
transparente en el centro para observar a
animal, un émbolo en uno de los extremos
del tubo que permiterestringir el movimien-
to sin importar el tamarfio del animal y una
compuertaen e otro extremo del tubo que
facilitael acceso alacolaparalaextraccion
de la sangre. Como toda restriccion fisica
generaestrésy dependiendo de su duracion
alteraciones en el sistemainmune, los ani-
males fueron habituados al inmovilzador,
mediante un programade refuerzo derazoén
fijaeintervalo variable 1.

Toma de muestras sanguineas. Después
de inmovilizado e animal, se frota la cola
con xilol para lograr vasodilatacion de la
vena caudal, un minuto més tarde se pre-
sionalaparte proximal delacolaconel fin
de generar congestidn venosa. Pasados dos
minutos se procede a extraer aproximada:
mente 0.005 ml de sangre.

Técnica deWright. Latincion de Wright
es una mezcla de eosina (colorante &cido)
y azul de metileno (colorante bésico), los
cualesson compuestos sensiblesalasvaria
cionesdel pH en diferentesestructurascelu-

lares, o cual permite que las estructuras de
caracter basicofijen principamentelaeosi-
nay las que tienen carécter acido fijen e
azul de metileno. Esto explica por qué
ciertas estructuras basofilas presentes en €l
nucleo (nucleolos) o en e citoplasma (ribo-
somas) setifien de color azul, mientras que
otros componentes acidéfilos como la
hemoglobina adquieren un color rosado.
Igualmente, las diferencias en la afinidad
de ciertas granulaciones citoplasméticas
hacia dichos colorantes permite clasificar
los leucocitos polimorfo-nucleares en tres
grandesgrupos. @) Granulocitoseosinofilos,
enlosquelagranul acién especificacontiene
compuestos predominantemente basicos
guefijan los colorantes acidos, por lo tanto
se tifien de color rojo. b) Granulocitos
basdfilos, en los que las granulaciones
especificas poseen compuestos de fuerte
caracter acido como laheparinay sus deri-
vados, por lo tanto fijan los colorantes
bésicos como el azul de metileno dando una
apariencia azul oscura. ¢) Granulocitos
neutréfilos, en los que las granulaciones
poseen compuestos de carécter neutro por
lo cua fijan ambos colorantes dando una
tonalidad parda. El extendido de sangre se
analiza a través de un microscopio Optico
con el fin de hacer un recuento diferencial
a 100 células obteniendo la distribucion
porcentual de cada una de las poblaciones
celulares (Vivesy Aguilar, 1997).

Disefio

Se utilizé un disefio intrasujeto con
grupo de control; intrasujeto en tanto que
los mismos sujetos fueron expuestosadife-
rentes variables independientes: disminu-
cion del tiempo de bebida, ingesta de
solucién de glucosa a 1%, administracion
de filgrastim 20 mg/k y emparegjamiento o
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condicionamiento clésico de estimulos. Y
con grupo de control por cuanto lavariable
dependiente, recuento de neutrofilos en
sangre, no solo se compard longitudinal-
mente en el grupo experimental, sino trans-
versalmente en toda la muestra bgjo las
diferentes condiciones experimental es.

Procedimiento
Todos los animalesfueron habituados a
las condiciones del médulo experimental
durante 10 dias y a inmovilizador para el
muestreo de sangre. De igual forma, des-
pués de cada muestreo de sangre los ani-
males se sometian a periodos de rehabitua
cion a inmovilizador durantea menosuna
semana. Los 32 animales se dividieron en
4 grupos a azar: 2 grupos controles y 2
experimental es de 8 animal es cada uno.
Para evaluar si lareduccion del tiempo
de bebida a 15 minutos diarios altera €l
recuento de neutrdfilos en sangre, a grupo
experimental uno (GE1) seleredujo progre-
sivamente durante 24 dias €l periodo de
bebidahastallegar a15 minutosdiarios; no
setratade privacién deaguayaquelasratas
bebieron durantelos 15 minutos en prome-
dio28ml, valor que seencuentraen el rango
de la bebida diaria de animales at libitum
(Marad y Rosenkranz, 1990). En € dia 25
setomaron |as primeras muestras de sangre
en los grupos control uno (GC1) y GE1.
Para saber si el consumo de solucién de
glucosa a 1% durante 15 minutos diarios
generaalteracionesen e recuento de neutré-
filos, al GC1 se le redujo €l tiempo de
bebidaa 15 minutosy 24 horas después se
tomaron las segundas muestras de sangre.
Para conocer € recuento de neutrofilos
de las ratas inyectadas con FECG, a GE1
selesuministro, por viaintraperitoneal (1P),
unadosisde 20 mg/K defilgrastim en 0.33

ml dedextrosaal 5%, y a GC1 seleaplico
inyeccion intraperitoneal de 0.33 ml de
solucién salina. EstaUltimainyeccion evita
la contaminacion de los resultados ya que
el pinchazo podria condicionarse con €l
efecto de la droga; esto es, que cada vez
que la rata sea inyectada se genere un in-
cremento de neutrdfilos. 24 horas después
delaaplicacion del farmaco setomaron las
terceras muestras de sangre. Las 24 horas
obedecen a que, segln los protocolos del
medicamento, este es el momento que se
produce el pico méximo en €l recuento de
neutrofilos.

Para comprobar si el efecto inmuno-
estimulantedel filgrastim, o estimulo incon-
dicionado (El), puedetransferirsealasolu-
cion deglucosaal 1%, o estimulo condicio-
nado (EC), cuando ambos estimulos son
emparejados clasicamente, a grupo GE1 se
le suministré solucion de glucosa al 1%
durante 15 minutosy despuésde mediahora
selesaplico unadosis defilgrastim 20 mg/
K en 0.33 ml de destroxa al 5% IP.
Posteriormente, d GC1 después de beber
solucion de glucosa a 1% durante 15
minutos, y pasadamediahora, selesaplico
una inyeccion IP de 0.33 ml de solucion
salina. El condicionamiento se comprob6
4 diasdespués, suministrando glucosad 1%
durante 15 minutosalosdosgruposy extra-
yendo muestras de sangre 24 horas mas
tarde.

Para comprobar s € efecto inmunoesti-
mulantede filgrastim (El) puedetransferirse
a la solucién glucosa a 1% (EC) cuando
ambos estimulos son emparejados en dos
ensayos separados 24 horas, a grupo experi-
mental dos (GE2) se le suministrd solucion
de glucosa a 1% durante 15 minutos y
despuésde mediahoraselesaplicd unadosis
defilgrastim 20mg/K en 0.33 ml dedextrosa
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a 5% | P. Este procedimiento serepitio pasa-
das24 horas. Con e GC2 seutilizaroninyec-
ciones intraperitoneales de 0.33 ml de solu-
cion salina. A los 4 dias, periodo en € cud
ya se haregresado alalinea de base en
nivel de neutrdfilos, alos dos grupos se les
suministré solucion deglucosaa 1% durante
15 minutos y 24 horas después se tomaron
las Ultimas muestras de sangre.

RESULTADOS

Para hallar el tamafio de la diferencias
entre los niveles medios de neutrdéfilos en-
tre cada pareja de muestras sanguineas,
acorde con e procedimiento resumido en
la siguiente tabla, se utiliz6 la pruebat de
student.

GE2: post- empargjamiento doble defilgrastim y glucosaa 1%

GE: post- empargjamiento sencillo defilgrastim y glucosad 1%

GE1: Inyeccion—20 ug/k IP defilgrastim

GEL: Disponibilidad de solucion de glucosaa 1%
durante 15 min/dia

GEL: 15 minutos de disponibilidad
deaguad dia

Versus Verisus

Veisus Versus Versus

GC1: Aguaat limitum t=0.72
p=0.483

GC1: 15 minutos de
disponibilidad de agua
a dia

t=0.26
p=0.79

GC1: Inyeccion de
solucién salina
0.33mL IP

=56
p=0.001

GC1: post- empareja-
miento sencillo de so-
lucion salinay glucosa
a 1%

t=0.27
p=0.78

GC2: post- empareja-
miento doble de solu-
cion salinay glucosa
a 1%

=088
p=0.39

GC1: Grupo control 1
GC2: Grupo control 2
GE1: Grupo Experimental 1
GE2: Grupo Experimental 2



Recuento neutrdfilos

La Figura 1. muestra el recuento de
neutréfilos del grupo experimental y con-
trol frente alas variables que podrian haber
influido en el condicionamiento. En la
Figura2 se observacdmo uno o dosempare-
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jamientos entre el factor estimulante de
colonias granulociticas y la solucion de
glucosano permite establecer un condicio-
namiento clasico inmunoestimulantes en-
tre las dos sustancias.

50 4 E1 G. Experimental _
E G. Control S
40 1 s
-
30 1 ;;_,;_
= = .
20 A = i i oo —
10 - ‘_ T i o !
, S -
24Hr. H20 | 15'dia H20 Glucosa 1% Filgrastim | S.Salina IP
disponible disponible ° 20upg/K IP 0.33ml
£ G. Experimental 26.12 27.62 47.87
E1G. Control 27.25 26.62

Figura 1. Recuento de neutrdfilos en los grupos experimental y control durante cada unade las
condiciones de contral.

Fecuento neutrdfilos
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30 A

20 -

0

B G. Experimental
B G. Control

Un emparejamiento

Dos emparejamientos

ElG. Experimental

30.12

29.00

EG. Control

29.70

2750

Figura 2. Recuento de neutréfilos como efecto del supuesto estimulo condicionado luego de
uno y dos emparejamientos.
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DISCUSION

En & proceso deinmunosupresion con-
dicionada, un estimulo neutro parael siste-
ma inmune, pasa a ser reconocido como
aversivo (inmunosupresor) después de em-
parejarse clésicamente con un estimul o que
por su naturaleza disminuye la respuesta
inmune. Luego, si el condicionamiento clé&
sico se da independientemente de las pro-
piedades ddl estimulo; entonces, unasustan-
cia que por su composicién incrementa o
potencia la respuesta inmunitaria, podria
transferir sus propiedades a un estimulo
neutro. Este Ultimo fue el razonamiento que
motivé el temacentral del presente trabajo.

Tedricamente &l paradigmade lainmu-
nosupresion condicionada, descrito en la
introduccion, conlleva tanto escepticismo
como el que, en su época, produjo Pavliov
con la salivacion condicionada y, es que
para €l lector desprevenido la conclusion
resulta sencilla y un tanto invalida; si €
condicionamiento funcionacon un estimulo
inmunol égicamenteinactivo, cualquier tipo
de evento que sea capaz de activar €l orga-
nismo se podriavolver inmunol 6gicamente
reactivo al activar |os sistemas sensopercep-
tuales mientras un inmunosupresor hace su
efecto. Algo como queloscoloresdelaha
bitaci6n donde se recibeladrogainmunosu-
presora, serian capaces a posteriori, de
generar lamismarespuestadeladroga. En
principio esto puede ser asi, maxime cuando
sebuscaapoyo en lasdescripcionesclinicas
de humanos que, por giemplo condicionan
un olor con los sintomas que les produce el
tratamiento de quimioterapia. Sin embargo,
experimentalmente no esta del todo com-
probado, y resultaalin més algjadala acep-
tacion cientifica al no existir una aproxi-
macion explicativaanivel celular o molecu-

lar. Aunquerevisando lahistoria, ladescrip-
cion del condicionamiento clasico que
realizé Pavlov y quellevacien afios provo-
cando lineas de investigacion y muchas
publicaciones, esta |gjos de ser explicada
en términos moleculares, a pesar de los
ingentes esfuerzos que han producido evi-
denciasclaras, por |0 menos en organismos
simples como laAplysiay Hermisenda.

Otro elemento metodol 6gicamente con-
trovertible, son las magnitudes de los esti-
mulos; cada vez que se intenta verificar un
condicionamiento inmunol6gico de una
nueva sustancia, se deben establecer las
medidas eficaces; esto es, ladosis que pro-
duce & mayor efecto en larespuesta condi-
cionada, hecho que no resulta simple cuan-
do se piensa que por cada unidad en que se
incremente €l nimero de ensayos de una
variable como e emparejamiento, se debe
realizar un experimento. En ese sentido e
estudio resultametodol 6gicamente explora-
torio a pesar de existir manipulacion de
variables por parte del experimentador.

L os datos obtenidos corresponden a un
estudio experimental, que pese a control
impuesto por el disefio, resultan explorato-
rios en tanto que solo muestran s se da o
no un fendmeno como la inmunoestimu-
lacion condicionada en las condiciones
experimental es dadas, esto es: ) utilizando
una dosis de 20 mg/K de filgrastim cuyos
efectos en ratas fueron debidamente
estudiados y que en lafigura 1 muestra un
incremento significativo (p = 0.001) en €
recuento de neutrdfilos; b) unasolucion de
glucosa a 1% considerada como estimulo
neutro ya que a ser bebida por las ratas,
aun durante 15 minutos diarios, no produjo
ninguna alteracién en el recuento de
neutréfilos (véase Figural); c) realizar uno
y dos emparejamientos entre estimulos
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neutro e incondicionado. Lainmunosupre-
sion condicionada se obtuvo con un solo
emparejamiento por eso en e primer experi-
mento setrabajé con un solo ensayoy luego
sellevaron acabo dos asociaciones de esti-
mulos, siempre con resultados que no apo-
yaron la hipétesis nulacomo se muestraen
los resultados (véase Figura 2).

En conclusion, estos resultados estan en
consonancia con las afirmaciones de Ader,
R., Felten, D. & Cohen, N. (1991) frente a
loshallazgos de Solvason, B. y Cols (1988)
en cuanto aque no hay suficiente evidencia
experimental que demuestre el fenébmeno
de inmunoestimul acion condicionada.

Algunos puntos importantes para tener
en cuentajunto con afirmaciones tan gene-
rales, como que lainmunoestimulacion no
se produce bajo el paradigma de condicio-
namiento clasico, son: a) La eleccion del
tipo de estimulo incondicionado, esto por
cuanto existe un sin nimero de fé&rmacos
cuyo efecto puede implicar una respuesta
muy gruesa como en el caso de lainmuno-
logia celular o respuestas humorales que
exigen condiciones especiales de labora-
torio para podérseles controlar como res-
puestas condicionadas. b) La vdidez y la
confiabilidad del método de medidautiliza-
do paracuantificar larespuestainmune. En
el caso del recuento de células se debevali-
dar laeficaciadel experto quehacee conteo
y con ellolaconfiabilidad delosextendidos
de sangre. Se pueden hacer extendidos del
mismo animal, y més exactamente de la
misma muestra; de tal forma que pueda
comprobarse su experticia. También se po-
dria trabajar con jueces; esto es, pasando
placas de la misma muestra por e conteo
dediferentestécnicos. ¢) Las caracteristicas
del emparejamiento, especificamente del
tiempo quetardalapresentacion delosesti-

mulos neutro eincondicionado y €l tiempo
entre estimul os. d) El tipo de disefio experi-
mental. Son llamativos para €l trabajo con
respuestas inmunotemporales los disefios
intrasujeto en donde cadaanimal es control
de s mismo; no obstante, esindispensable
tener en cuenta e hecho del muestreo, ya
que la inmovilizacion y la extraccion de
sangre, venga del seno cavernoso o de las
venas de la cola, implican respuestas de
estrésy deinflamacion. €) Un Gltimo aspec-
to tiene que ver con las caracteristicas onto
y filogenéticas de la especie en la que se
trabgja. Son pocos |os estudios que presen-
tan resultadosen torno al papel del ambiente
sobrelaestructuracion de competencias por
parte del sistemainmune. Parecieraser que
sehaceaunlado lapropiedad mnesica, que
como €l sistema nervioso, tiene el sistema
inmunol6gico y que por lo tanto permite se
le puede potenciar o debilitar dependiendo
del tipo de relacion que se establezca con
su entorno. ¢Quétipo derelacién esladpti-
ma? es una pregunta que hace turno en los
laboratorios de psicoinmunologia. Al final,
Como en muchos casos, se tienen mas pre-
guntas einquietudes que respuestas contun-
dentes. Parece ser la dinamica epistemol 6-
gica que rige las éreas del conocimiento
nacientesy sin model os de trabajo estanda
rizados como el de la psicoinmunol ogia.
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