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Resumen.

El slstema nervloso central y el slstema Inmune son de gran Importancia en los

vertebrados ya que contrlbuyen a la sobrevlvencla y adaptacion de estos a su

la sola

allina como causa de

mbos estimulos (Alvarez-Borda et al., 1995; Madden

ajo.:buscamos analizar la reproducibilidad del

condicionami puesta  de anticuerpos en un sélo entrenamiento

oﬁglrﬁalrﬁferite_ “'para . la lisozima pero usando otro antigeno
(hemocléhlné), : evsiimiulo incondicionado. Nuestros datos no soportan la
p(_)slbilldadr d}éf di foj)ar los efectos inmunolégicos de la hemocianina, Y

sugleren que’la-preexposiclén a la sacarina (la cual fue usada como estimulo

condiclonado) p si sola antes de un reto inmune, trae consigo un aumento en

los niveles de anticuerpos contra hemocianina (KLH).




A»bartiyr"c'lé"és as evi

condicionada - de. éntlcuerpos,‘

géne'r’alii_z‘-‘.\kblé P odos: I

neutrallda‘d de la sacarina para ser considerada como ‘estimulo condiclonado. :




1. Introduccion.
Importancia biol6gica del sistema inmune y el sistema nervioso

La fisiologfa de un animal, es decir, las funciones de sus células, tejidos,
érganos y/o sistemas, estdn muy blen sincronizadas al ambiente que este

ocupa, asegurando de esta manera su sobrevivencia y adaptacién (Randall et

al., 1997); de esta ‘manera, encontramos una gran‘varledad de especies,




ot ,mpb el sistema nervioso y el sistema inmune fueron

omo i ndependientes asi, el sistema inmune se consideré como

‘un slstem ,autonomo, y por lo tanto autorregulatorio, con lo cual se Ie ha

,deﬂnido (nnecesarlamente como la agencia de defensa que es independiente

: del sistema nervioso (Ader, 2000).




Interacciones entre el sistema inmune y el sistema nervioso

La Psiconeuroinmunologia, surgida en los Ultimos 25 afios, estudia las
interacciones entre los procesos endocrinos, neurales e inmunolégicos

(Solomon, 1987; Ader, 1992) Hallazgos reclentes sugieren que.pr;)cesos

erpos se acompafia de camblos eléctricos

er, 1992)

estudios . realizados en el campo de la
asan en la informacién que se tienen acerca de:las

an a ambos sistemas (Dhabar et al., 1995; Berczi~

' f'kfet al., 1998 ‘Cremasch vet' al#,"2000; Scaccianoce et al., '2000' PaChéco’-Lépez

n-la partlcipaclon de moléculas de origen Inmune en el

kslstema nervioso y/vlceversa (Farrar et al., 1987; Dantzer et al., 1993 Straub '

‘et al., 1998)



caso de moleculas de orlge’

En erl

coi'nunlca'clén‘”bldlre'cclonal_ ntre el slstema nervloso y el :sistema inmune,

desechando poco a poco Ia Idea de un sistema Inmune autorregulado y, por

consiguiente, independiente del sistema nervioso

El condicionamiento pavioviano como modelo de comunicacién neuro-

inmune

Un modelo de estudio utilizado para demostrar el papel del sistema
nervioso en la modulacién de la inmunidad es el condicionamiento clasico
(Ader y Cohen, 2001). A pesar de que los estudios mds viejos sobre
interacciones entré‘ elvy'slstema inmune y el sistema nervioso usando

paradigmas de condlclonamlento son los realizados por Investigadores

soviéticos a prlnciplos del} slglo XX (Metal'nikov y Chorine, 1926 revisado en




Ader, 2070'3),.“nqjesfslno‘hast_a-jla—década,dg_. 1970’s: cuando ‘se ',fétpfhar\" los -

estudios -de’ euro-inmunes 'kpa:fadlgm‘a§ ~ de

- condicionamiento cldsico

. estimulo - condicior n' la‘ realizacién de la respuesta

con’i:lli(:qu_-laﬁié‘ (r gi‘yrhﬁvdé’z‘, 2001).

El ccra‘ndlkclyonamiéntb Pavlovland 'h/a’sldo usado para demostrar influenclas
de la conducta sobré Ié’iﬁrfhﬁnldad, e‘st‘o ha mostrado que la respuesta inmune
humoral y celular pué’dé’isgr mod'lﬁcada a través de un condicionamiento
clasico de aprendizaje‘(Gfoéfsrhari’et al., 1992; Alvarez-Borda et al., 1995).
Aunque algunos estudtos‘ ’h“a’n utilizado un modelo de condicionamiento para

suprimir algunas de las ffunclbn_es de la respuesta inmune (Ader y Cochen,




'osb'en la expresion de respuestas inmunes

el uso de wun procedimiento de

f(éstfmdlo,[n_con cionado) de una manera contingente (Russell et al., 1984). En

anteriormente fue asociado con una inyeccién subcutanea

v Aloinjerto se reﬂere aun transplante de piel cuyo donante es una animal de la misma especle
pero de diferente’ ceps :

10




de albimina de huevo, que fungié como estimulo incondicionado (MacQuéen et

al., 1989)

Condicionamiento de la respuesta de anticuerpos.

En el modelo de activacién condicionada de la produce

anticuerpos, la administracion del

antfgeno es aparéada

mo EI (Ader et al., 1993; Alvarez-Borda

s (Ader et al., 1993) condicionaron los efectos

lnmunologlco de’ la hemocianina (KLH) una proteina encargada del transporte

xfgeno en Moluscos y Artrépodos que tiene caracteristicas notables entre
las cuales se destacan. su gran tamafio y sus numerosos centros de

_cookr‘dlnacrion de oxigeno mediante dtomos de Cu*?, los cuales le confieren un

producir ,antlcuerpds en animales de experimentacién. Como es una proteina

‘que estd presente-en la linfa (la sangre) de moluscos, cuando se le inyecta a

11




los niam'ffe‘rdsf(aHUnaA distancia evolutiva mucho. mayor) la reaccion de estos es

. experimento

" consistleron

los ;animales “del grupo

4quﬂey*tamblén abren la posibilidad de que el

B _au'mehtq anticuerpos sélo sea posible al exponer a los

animales, aI estfi ulo onado en una dosis minima durante la evocacion,

lo cual apoyarfa la,creencia de un proceso asoclativo entre ambos estimulos.

12




-et al., ‘19_95), gn e

,L 500 pg/ml) Durante

‘:,(veintlclnco dias: despues de la adquislclon) Ios’

mlnutos.

Los resultados presentados por Alvarez Borda Y. su olaboradores

(Alvarez Borda -,et aI 1995) muestran nlveles mayores de antlcuerpos IgG e

IgM en: Ios dlas posterlores ' a;evocaclon en el grupo experimental en ‘la

td comparado con !os grupos controles;

respuesta de antlcuerpos y que ésta puede ser muy similar en magnitud y

,tlempo a Ia respuesta secundaria normal, ademas mencionan que sus datos

w vmﬁeétran que dicho aumento condicionado de anticuerpos es independiente de

.- la reexposicidn a una dosis minima del EI durante la evocacién. Por Gitimo,

13



este trabajo sop'rta lo. hallar_gos' e que

un ,ntfgér‘u_‘)’ppédé‘jser usado como
_estfmulo Incondlclo dc X

El trabajo real

al;, 1995), pero

14




2. Planteamiento del problema.

En la actualldad el fenomeno de actlvacion condicionada de la respuesta de

sacarina

e y con ello facilitar su asoclacién con elVEI

15



3. Hipétesis.

St.el aumento. (:ondli:lo'rié\_do ':c’ie"lfa»—vrgé‘s uesta de anticuerpos usando un solo

~‘entrenamiento: asoclativo es generalizable para’todos:los antigenos de origen

fipi'otelcorf entonces .. Utilizando - hemocianina - como estimulo . Incondicionado,

eles de anticuerpos como resultado

“de un procedimiento de condicionamien

16




4. Objetivo.

El  presente trabaJo esta enfocado a anallzar Iav rebrpduclbllidad del

_'condlclonamlento de la respuesta de antlcuerpos eniun 6lo~entrenamlento
j,asociativo, orIglnaImente descrlto para Ia IIsozlma, pero usando hemocianina

i como estfmulo lncondlcionado.

17




5.Metodologia.
5.1 Animales.

Se usaron 50 ratas WIstar de un peso entre Ios 250 y 300 gr a! inicio

del experimento, separadas en; cajas ndividuales en un cuarto con ciclo

invertido de luz oscurldad 12 or'12: ho 15 'con ‘comlda y agua ad Ilbltum Las

manipulaciones : se  realizaron despues"de‘dos semanas para

e-expuesto al EC antes de la

rjuesto al EC durante la adquisicién

pero s d ante la evocacion (NC) y un grupo reexpuesto al EI solamente
dur nte Ia evocaclén (UCS) Los grupos se organizaron en funcién al peso de
: _Ios anlmales, de manera tal que no existieran diferencias significativas en peso

~‘entre ellos.
5.2 Entrenamiento de Adquisicion®.

Cinco dias antes del entrenamiento de adquisicién, los animales fueron
privados de agua, la cual les era administrada durante 15 minutos por la
mafana - (9:00 a.m.) y-15 minutos pof la noche (8:00 p.m.), usando bebederos

graduados, - para- conocer el consumo basal de los animales, ademds de

2 En_ esta etapa se lleva a cabo el entrenamiento de asociacién entre el estimulo
condicionado y ‘el estimulo incondiclonado.

18




'éste ratamien o ea qulscon os’ anima es ueron reagrupados, a excepcion
' de los del grupo preexpuesto, para obtener cuatro grupos sin diferencias

estadfstlcas en consumo de agua y peso.

Tabla 1. Tratamiento por Grupo durante la adquisicién y la evocacién

Grupo Entrenamiento Tratamiento Entrenamiento Tratamiento
(n=10) Previo a la de Previo a la durante la
adquisicién. adquisiciéon evocacién. evocacion
(Dia -4) (Dia 0) (Dia 41) (Dia 46)
cs Agua EC + EI Agua EC
CSo Agua EC + EI Agua Agua
pCs Sacarina* EC + EI Agua EC
NC Agua Agua + EI Agua EC
UCS Agua EC + EI Agua Agua + EIL

*Recibié sacarina al 0.15 % solo por la maiiana, en los consumos nocturnos,
se le dio agua. EC = Estimulo Condicionado (sacarina 0.15 %); EI = Estimulo
Incondicionado (0.5 ml de KLH 50 ug/ml)

El dia de la adquisicién, las manipulaciones fueron hechas a las 9:00 a.
m. Se les presentd a los animales agua o sacarina (Sigma), segun el grupo al
que pertenecen (ver tabla 1), durante 15 minutos. Posterior a este consumo,
se les Inyectd intraperitonealmente 0.5 mililitros de una solucidn de
hemocianina (KLH, 50 ung/ml, Plerce Chemical) en solucién salina; la

concentracién de la solucién de sacarina fue del 0.15%.

19




5.3 Evocacién® (Dia 46).

Cinco dias antes de la evocacién Ios anlmales fueron prlvados de agua y

te 15 mlnutos por la .

se les entrend nuevamente para consumlr agua unlca
mafana (9:00 a.m.) Y
manipulaclones se: reak' aron
a.m. ) y conslstlo en'darl

grupos CSo Y UCS'

- ",NC (ver tabla 1) Despues de este consumo, sélo Ios_an
reclbleron una inyeccién intraperitoneal. de 0.5 ml de “una soluclon de,

hemocianina (KLH, 50 pg/ml, Pierce Chemical) en solucion salln .

5.4 Obtencion de muestras de sangre

Se obtuvieron muestras de sangre previo al enffena}nien/to de‘
adquisicién (muestras basales), al dia 43 posterior a la adquisicién (fnuestra
pre-evocacién) y a los 4, 8, 12 y 16 dias posteriores a la eVocaclén (dias 50,
54, 58 y 62 del experimento). Para obtener,’lé'sangre, 'los animales fueron
anestesiados por inhalacién de CO,, una vez dormldo el animal se le extrajeron
0.5 ml de sangre del tejido ublcado en la parte anterior del ojo. De esas
- ‘muestras se obtuvieron las células blancas por centrifugacién, las cuales fueron
colectadas en tubos eppendorf huevos y almacenadas a -82°C para determinar

- posteriormente los niveles de anticuerpos mediante la prueba de ELISA®.

3 En este dia se realiza la reexposicién del grupo CS al EC.
* siglas en ingles de Enzyme LInked Immuno Sorben Assay.

20




5.5 Prueba de ELISA.

La prueba de ELISA se Ilevé a cabo de Ia slgulente manera se preparé

. “azco"Hz ,pH de 9 6), y se
le agregdé KLH a una t;once craci uc nﬂse colocaron' :

se dejo I‘ncybando’_

ra, despues se colocaron Ias )

3 ,fﬁ:ﬂgura 1 Se hIcIeron slete diluciones suceslvas 1/2 de la muestra a partir de la

- diluclén 1/50, siendo la dltima la dilucién 1/6400.

150 990000000009
17100 9 909909000000
1200 9909900000009
1/400 9 99900000009
17800 99999090999

171600 9 90900V OO ©
12200 9 999099V VD
Ly I 1 1 1 1 1 1 1 1 @l J
. Muesixra @ Negativo
O Blanco 0 Positivo

Figura 1. Patron de distribucién de las muestras y controles en cada placa de
ELISA. Las diluciones de 1/50 a 1/6400 se distribuyeron horizontalmente,
ltevando cada muestra su duplicado. Los controles positivos, negativo y el
blanco se colocan en las dos aitimas columnas.

21



. se Iéyé la absorbancla de los pozos en un espectrofotémetro a 405 nm de

longitud de onda, obteniendo valores de absorbancia para cada muestra y su

duplicado, se guardaron en tablas de Excel para su andlisis posterior.
5.6 Andlisis estadistico

Los valores de absorbancia obtenidos de cada muestra y su duplicado,
pueden ser presentados en diferentes formas para el andlisis estadistico, se
presentan estos valores en tres formas diferentes: mediante absorbancias
normalizadas, titulacion de absorbancias crudas y titulacion de absorbancias

normalizadas.

22



< Varlanza ‘(ANOVA) pa,racic")"n.e‘ﬁt‘re.los_g‘r;upos en los diferentes dias

-del-experimento, que existieron diferencias estadisticas se aplicé

. una prueba, post-hoc' de ‘Fisher para 'de‘terrhvih‘a:r entre qué grupos existian las

- “diferencias. -

23




6. Resultados.

Dado que en. este experimento se conto con un grupo preexpuesto al EC, los

“de varlanza,, fueron reubicados en cuatro grupos sin dlferenclas slgnlﬂcatlvas

en consumo basal de agua, ni en peso.
6.1 Efectos del tratamiento de Adquisicién.

En los andlisis estadisticos la prueba de ANOVA aplicada a . los titulos de’

absorbancias normalizadas, mostré diferencias slgnlﬂcativ'a: en: OS'V nIvéIes]

basales de anticuerpos IgGZa entre grupos (F.. 40 =3 144

niveles de anticuerpos antes de la evocacion Para comparar las diferencias en

los nl\(gles» de anticuerpos anti-KLH ocaslonadas por el tratamiento de
_adqdlsiclévn,‘ los animales fueron clasificados en uno de tres tratamientos que

24




condlclonados (los anlmales de los grupo ‘CS' y CSo) y anlmale preexpuestos

(anlmales del grupo pCS)

" 200

180 1 g -
160 - CaEe : -
8 t4n ] - W cs
5 120 ] t [ cse
L
S mui . I L B pes
i
T 80 A I B Nc
60 1 * * L [ uces
e -
20 ﬂ 2 -
o - ]

Grupos

Grifica 1. Determinacion de los niveles basales de anticuerpos anti-KLH por
grupos (Promedio : Error Estdndar). Se observan diferencias significativas al
comparar el grupo UCS con los grupos CS, CSo y pCS (F4,40=3.144; p<0.05). *p<0.05.

Los resultados se presentan en tres formas diferentes para cada subtipo
de anticuerpo, es decir, se reportan las absorbancias normalizadas en ocho
diluciones sucesivas, los titulos obtenidos mediante absorbancias sin

normalizar y los titulos obtenidos a partir de absorbancias normalizadas.

I THSIS CON
FALLA DE ORIGEN
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IgG.

Nt Cuando comparamos las absorbanclas normallzadas para IgG en Ia dllucion

—@- Condicionados
- —@~ Pre-expuestos
| —O- No condicionados

o]

Basal Dla 43

Grafica 2. Absorbancias normalizadas de los niveles de IgG para la dilucién
1/50 de los animales agrupados por tratamiento de adquisicién (Promedio +
Error Estandar). En las muestras basales no existen diferencias significativas entre
los grupos, mientras que en las muestras previas a la evocacién (dia 43) se observan
diferencias (Fj,35= 4.252; p<0.05). * p< 0.05.

El efecto observado en las absorbancias normalizadas para IgG en las
muestras previas a la evocacién (dia 43) en la dilucién 1/50, también estd
presente en las diluciones 1/100 (Fz,35 = 4.758; p<0.05), 1/200 (F235 =5.470;

p<0.05 ), 1/400 (Fa35 =; p<0.05), 1/800 Fp35 = 6.375; p<0.05), 1/1600

TESIS CON =
FALLA DE ORIGEN |




- 7(F"235 = 6851 p<0

. esté,d[éflga

" diferenclas

“encontradas’

entr

(6000 T——

7 14oo@

Absorbancla -

“snnn
4000
2000

o

-2000

1ogog

Basal

Dia 43

- ~@- Condiclonades
| —@- Pre-enpuestos

~O~ No condicionados

Grafica 3. Titulacién de absorbancias crudas de los niveles de 1gG en las
muestra basales y del dia 43 (Promedio + Error Estiandar). En las muestras
basales no existen diferencias entre los tratamientos, mientras que en el dia 43 se
observan diferencias entre estos (Fj,35 = 4.962; p<0.05). * p<0.05.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN |
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a)- T e ‘ .
‘s 184" e R e SRR B R [ T I

: E' L D i ey . o . Dla43
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Grafica 4. Absorbancias normalizadas de los niveles de IgG en el dia 43 de los
animales agrupados por tratamiento de adquisicion (Promedio + Error
Estandar). En las 8 diluciones sucesivas se observan diferencias estadisticas
significativas entre los animales pre-expuestos, con los animales condicionados y los
no condicionados (p<0.05). a) Se muestran las cuatro primeras diluciones (1/50,
1/100, 1/200 y 1/400); b) Se muestran las ultimas cuatro diluciones (1/800, 1/1600,
1/3200 y 1/6400). * p<0.05

TESIS CON
FALLA DE OKIGEN *




i . perceptlbles La prueba post-

‘IgG2a

Cuando comparamos las absorbancias normalizadas para IgG2a en la
i dlluclon 1/50 usando una prueba de anallsis de varlanza, no observamos

1dlferencias slgnlﬂcatlvas en los nlveles basales entre Ios anlmales de los tres

tratamientos, tampoco observamos dlferenclas entre tratamientos en el dia 43,

las diluclones 1/3200 y

1/6400 las dIferenclas encontradas entlas’ diluciones anteriores, ya no son

os"fnuestra que en el dia 43 los

animales preexpuestos tienen:mayores.niveles de IgG2a en comparacién con

“los animales condlcio ado IQ ‘no condicionadas (p<0.05) (Gréfica

5). Por otfo‘lvé'do; en:los niveles baséies no existen diferencias estadisticas
entre los tratam Vntos ,en la- tltulaclon de absorbancias crudas ni en la
'titulacion ‘de absorbanclas normalizadas. Sin embargo, las diferencias
estadisticas entre tratamientos observadas en la prueba de ANOVA en los
‘niveles de IgG2a en el dia 43 usando absorbancias normalizadas, también
pueden observarse cuando los niveles de IgG2a se reportan utilizando
titulacién de absorbancias crudas (F,35 = 4.932; p<0.05) (ver grafica 6) y

titulacién de absorbancias normalizadas (F2,3s = 5.180; p<0.05).
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Grafica 5. Absorbancias normalizadas en todas las diluciones para 1gG2a en el
dia 43 (Promedio i Error Estandar). a) Muestra diferencias estadisticas entre
tratamlientos en las diluciones 1/100 (F,3s = 4.561; p<0.05), 1/200 (Fp3s = 5.395;
p<0.05) y 1/400 (F,,35 = 5.175; p<0.05), mientras que en la dilucién 1/50 no existen
diferencias. b) Se observan diferencias estadisticas entre tratamientos en las diluciones
1/800 (F,,3s = 4.637; p<0.05) y 1/1600 (F,3s = 3.835; p<0.05), en las diluciones
1/3200 y 1/6400 no existen diferencias. * p< 0.05.
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Grafica 6. Titulacién de absorbancias crudas para IgG2a en los niveles basales
y del dia 43 (Promedio i Error Estindar). Se observan diferencias estadisticas
entre tratamientos el dia 43 (Fy,3s = 4.932; p<0. 05), en los niveles basales no existen
diferencias. *p<0.05,

La prueba post-hoc de Flsher nos muestra que en la titulacion de

absorbancias crudas Ios anlmales preexpuestos tIenen mayores niveles de

IgG2a en el dfa 43,‘

omparados co

no f‘condiclé_néd obtienen “al- utilizar

do en cuenta que has a: ese momento (dia 43) estos

i}anlmales habfan - recibldo exactamente el mlsmo tratamiento, ademas de

‘encontrarse baJo las mlsmas condiciones, esto con la finalidad de obtener dos

grupos sin dlferenclas en los niveles de anticuerpos previos a la evocacion.
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los animales’ condlci/o‘nados (p<0.05) y los



6.2 Efectos del Condicionamiento.

Para el analisis de los resultados con la finalidad de evaluar el
condicionamiento de la respuesta de anticuerpos, los animales del grupo pCS

fueron excluldos debido a sus elevados niveles de IgG e IgG2a en el dia 43 del

experlmento (pre evocaclon) Para ﬂnes valuar ei condlclonamiento, se

lgG
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Gréfica 7. Niveles de anticuerpos 1gG en la dilucion 1/50 usando absorbancias
normalizadas en los dias previos y posteriores a la evocacién (Promedio
Error Estandar). No existen diferencias entre grupos en ninguno de los dias

comparados (43, 50, 54, 58 y 62).
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. El anallsls de varlanzas e Ia tltulaclon de absorbanclas crudas, tampoco, -

muestra dlferenclas en’los)nlveles de IgG entre grupos (dias 43 50' 54 58 Yo

62) (Gréﬂca 8), lo mlsmo ocurre aI analizar la tltulaclén de absorbar\clas

normalklzkadas.
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Grafica 8. Titulacién de absorbancias crudas para IgG en los dias 43 y
posteriores a la evocacién (Promedio + Error Estandar). No existen diferencias
estadisticas entre grupos en ninguno de los dias comparados (43, 50, 54, 58 y 62).

IgG2a.

El analisis estadistico (ANOVA) de las absorbancias normalizadas
muestra que no existen diferencias en los niveles de IgG2a ente los grupos
experimentales (CS, CSo y NC) en la dilucién 1/50 de las muestras en ninguno

de los dias experimentales comparados (dias 43, 50, 54, 58 y 62). (Grafica 9)
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Grafica 9. Absorbancias normalizadas de los niveles de IgG2a en la dilucién
1/50 de los dias 43 y posteriores a la evocacién (Promedio + Error Estdndar).
No existen diferencias estadisticas entre grupos experimentales en ninguno de los dias
comparados (43, 50, 54, 58 y 62).

Al igual que para la dilucion 1/50, en las siguientes 7 diluciones tampoco
observamos diferencias en los niveles de IgG2a entre los grupos
experimentales en ninguno de los cinco dias comparados. Al comparar los
grupos experlm'enta‘lé;ljs'ando titulacién de absorbancias crudas y titulacién de

absorbancias normallzadas, tampoco se observan diferencias estadisticas entre

grupos en los niveles de IgG2a en ninguno de los dias comparados (43, 50, 54,

x ’fss y 62)
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7. Discusion.

. La Pslconeurolnmunologfa es un area practlcamente reciente, donde la mayor

. parte de Ios estudios'y trabajos reallzados datan de hace aproxnmadamente

‘_~25 anos (Solom" ‘ 'd 'algunos de los fenédmenos

: ‘jdescrltos aun:estdn poco’ estudlados e’conoc re,alrn’ente poco de ellos. Tal

rabajo estudiamos el fenémeno de activacion

et al 1995 Madden et al., 2001) usando hemocianina

993).VNuestros resultados posteriores a la evocacidn

“ Q'r'upa aiberlmenta‘l’(CS) con los grupos control (CSo y NC), esto es perceptible

“a’lo largo .de las ocho diluciones sucesivas de la muestra que realizamos en
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keste trabaJo.v EI uso’ de ésta ocho diluclones es de

;.,ydlsmlnuir Io vposible

ran Importancia _"péra', »

la prueba de ELISA:y i:i'ue?sekub.l'can"

jprlncipalmente ‘en’los’extremos:del:rango:de diluciones' (Butler 1994), por lo

'ff_que al ser constantes los resultados en todas o en la’ mayorfa de las dlluclones,

' ‘PrImero, se. podrla ensar;que.nuestro E

ue qlsmlnuldo durante la evocaci6n

. al no ser expuestos los.animales a

a:inyecclén; se ha demostrado que el
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amblente5 dentro del cual se llevak,fa‘ cabo el. procedlmlento de

o condlclonamlento, puede funglr i or sl solo_como EC (Gorczynsk! et aI., 1982),

da (Brandon et al 2000)

os niveles - de anticuerpos logrados a partir de un

‘condlclona r ento comparados con los niveles de una respuesta secundaria

i normal

Un punto que debe ser tomado en cuenta es el hecho de que en éste

‘ Erabajo fue necesario excluir a todo un grupo control (el grupo UCS) del
anadlisis estadistico comparativo, por la diferencias existentes entre éste grupo
con respecto a los demds en los niveles basales de anticuerpos contra
hemoc:anina (antes del inicio del tratamiento); esto suglere ampliamente la

posibilidad de que algunos de nuestros animales ya hubieran estado expuestos

% En el trabajo de Gorczynski en 1982 consideraron como ambiente el cuarto donde se llevo a cabo
el procedimiento de condicionamiento, el procedimiento per se, el personal, etc.

37




delos de ésta respuesta

.{antlgenos .como Ia hemocianina que no son bue

primarla

Las dificultades para condlclonar los - efectos - de un antigeno proteico

: ,como la hemoclanlna, no son nuevas

los animales del grupo

o'mar en cuenta el hecho de que en el trabajo de
Alvarez- Borda (AIvarez-Borda et al.,, 1995) replicado por Madden (Madden et

al., 2001) la dosis’ del EI usada es mucho mayor (500 pg/ml) a la dosis
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entrenamlento asoclativo entre los estimulos

‘as de sugerlr la posibilidad de que el fenémeno descrito

= lnlcialmente por: AIvarez-Borda y sus colegas (Alvarez-Borda et al., 1995) para
la llsozlma de huevo de ga!llna se trate, como lo menciona Madden en su

trabajo (Madden et al., 2001), de un fenémeno mas modesto de lo descrito

ESTA TESIS 1
DE I.A B71R3

S
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numero de

: ﬁ{para Ios tres grupos hasta ese momento.» Con
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estran’ “una supreslon de Ia respuesta de :

*;Lo que ‘alin;no queda claro,: es sl el efecto de la sacarlna sobre la respuesta de-

rmacologico directo, o blen

i asoclados ‘a‘algun’ proceso aun desconocido que Involucrarfa la’ famillaridad del

a's arlna, esto debido a que sdlo se an efectos en

animales pre-expuestos a la sacarina antes de un reto lnmuhdlégico. LQ qge si

queda claro, es que exIste la posibilidad de que el tIp

(supresor o actlvador) sobre la respuesta inmune,’ pueden ser atribuibles alas

es de -sacarina a las que son expuestos los” animales

stg d’ebido a que Lt_.l‘lnlry sus colegas (Luini et al., 1981)

réportaﬁ: supresion “de 'la respuesta“ de anticuerpos, pero usando dosis de

sacarina mUéhd mayorés (1, 2.5 y 5%) a las usadas en el presente trabajo

a1



" (dosis . .de 015%)'donde ncontramos un aumento en Ios nlveles de

sélo favorezca la respuesta de

geno. 'Aunque el andlisis de las muestras basales
_I: s niveles de anticuerpos entre los grupos
"co:r’hvpar‘ados,_dl‘tha‘ posibilidad no puede ser descartada definitivamente.
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8. Conclusiones.

1. El presente trabajo muestra evidenclas que sugieren que el fenémeno de

: ‘activaclon condlclonada de‘ant uerpos no' S generallzable para todo tipo de

antfgenos protelcos ‘todavez oslble condlclonar los efectos:

' Inmunologlcos

‘demqstrado‘ co}m

: 4. A pesar de que el ?objetlvo del” presente trabajo no estuvo enfocado a

o "comprobar Ia neutralldad de la sacarina, se muestra evidencia que sugiere la

: pqslbllidad d_e que la sacarina no cumpla completamente con ésta caracteristica

para condicionamientos de l!a respuesta de anticuerpos, ya que por si sola

- favorecid.la respuesta de anticuerpos contra hemocianina.

43




44




9, Bibliografia.

Ader, R. (2003) Conditioned immunomodulation: Research needs and
directions. Brain Behav Immun 17: 51-57.

Ader, R. (1992) On the clinical relevance of psychoneurcimmunology.
Clin Immunol Immunopathol 64: 6-8,

Ader, R. (2000) On the development of psychoneuroimmunology. Eur ]
Pharmacol 405: 167-176.

Ader, R.; Cohen, N. (1975). Behaviorally conditioned immuno-
suppression. Psychosom Med 37: 333-340.

Ader, R.; Kelly, K.; Moynihan, J.A.; Grota, L.J.; Cohen, N. (1993) Conditioned
enhancement of antibody production using antigen as the
unconditioned stimulus. Brain Behav Immun 7: 334-343,

Ader, R,; Cohen, N. (2001) Conditioning and Immunity. In:
Psychoneuroimmunology (Robert Ader, Nicholas Cohen, David L.Felten, eds),
pp 3-34. Estados Unidos: Academic Press.

Alvarez-Borda, B.; Ramirez-Amaya, V.; Perez, M., Bermudez-Rattoni, F. (1995)
Enhancement of antibody production by a learning paradigm. Neurobiol
Learn Mem 64: 103-105.

Anderson, J.R. (2001) Perspectivas sobre aprendizaje y memoria. In:
Aprendizaje y Memoria: Un enfoque integral. (Anderson JR, ed), pp 7-45.
México: Mc Graw Hill.

Berczi, I.; Chow, D.A.; Sabbadini, E.R. (1998) Neuroimmunoregulation and
natural immunity. Domest Anim Endocrinol 15: 273-281.

Bermudez-Rattoni, F.; Prado-Alcala, R.A. (2001) Memoria. Dénde reside y
como se forma. México, D.F.: Trillas.

Brandon, S.E.; Vogel, E.H.; Wagner, A.R. (2000) A componential view of
configural cues in generalization and discrimination in Paviovian
conditioning. Behav Brain Res 110: 67-72.

Butler, J.E. (1994) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. In:
Immunochemistry (van Oss CJ, M.H.V.van Regenmortel, eds), pp 759-803.
New York, E. U. A.: Marcel Dekker, Inc.

Cremaschi, G.A.; Gorelik, G.; Klecha, A.).; Lysionek, A.E.; Genaro, A.M.

(2000) Chronic stress influences the immune system through the
thyroid axis. Life Sci 67: 3171-3179.

45



Dantzer, R.; Bluthé, R.M.;: Kent, S.‘;,‘Kelley,y K.W. (1993) Cytokines and
sickness behavior. In: Psycholmmunology CNS-Immune Interactions (Alan J
H, ed), pp 1-16. Florida: CRC Press .

Dhabar, F.S.; Miller, A.H.;,McEwen, B.S.; Spencer, R.L. (1995) Effects of
stress on Immune Cell  Distribution. Dynamics and Hormonal
Mechanisms. J Immunol 154: 5511-5527,

Espinosa, E.; Bermudez-Rattoni, F. (2001). Behavior-immunity
relationship: the role of cytokines. Rev Invest Clin 53: 240-253.

Espinosa, E., Flores-Mucifio, O., Pérez-Garcia, G. S., Vazquez-Camacho, A. C.,
Bermudez-Rattoni, F. Enhancement of IgG2A Response Associated with
Interleukin-1b-Induced Conditioned Taste Aversion. Brain Behav Immun
16, 182, 2002, Ref Type: Abstract

Exton, M.S.; von A.; Buske, K.; Stockhorst, U.; Gobel, U.; Schedlowski, M.
(2000) Pavlovian conditioning of immune function: animal investigation
and the challenge of human application. Behav Brain Res 110: 129-141.

Farrar, W.L.; Kilian, P.L.; Ruff, M.R.; Hill, J.M.; Pert, C.B. (1987) Visualization
and characterization of interleukin 1 receptors in brain. J Immunol 139:
459-463.

Gorczynski, R.M. (1991) Toward an understanding of the mechanisms of
classical conditioning of antibody responses. ] Gerontol 46: 152-156.

Gorczynski, R.M.; Macrae, S.; Kennedy, M. (1982) Conditioned immune
response associated with allogeneic skin grafts in mice. J Immuno! 129:
704-709.

Grossman, Z.; Herberman, R.B.; Livnat, S. (1992) Neural modulation of
immunity: conditioning phenomena and the adaptability of lymphoid
cells. Int J Neurosci 64: 275-290.

Harris, J.R.; Markl, 1. (1999) Keyhole limpet hemocyanin (KLH): a
biomedical review. Micron 30: 597-623.

Hermann, G.; Beck, F.M.; Tovar, C.A.; Malarkey, W.B.; Allen, C.; Sheridan,
J.F. (1994) Stress-induced changes attributable to the sympathetic
nervous system during experimental influenza viral infection in DBA/2
inbred mouse strain. J Neuroimmunol 53: 173-180.

Husband, A.).; Lin, W.; Madsen, G.; King, M.G. (1993) A conditioning model
for immunostimulation: Enhancement of the antibody response to
ovalbumin by behavioral conditioning in rats. In: Psychoimmunology.
CNS-Immune Interactions (Alan J H, ed), pp 139-147. Florida.

46




Irwin, M.; Vale, W.; Rivier, C, (1990) Central corticotropin-releasing factor
mediates the suppressive effect of stress on natural killer cytotoxicity.
Endocrinology 126: 2837-2844.

Jain, R,; Zwickler, D.; Hollander, C.S.; Brand, H.; Saperstein, A.; Hutchinson,
B.; Brown, C.; Audhya, T. (1991) Corticotropin~-releasing factor modulates
the immune response to stress in the rat. Endocrinology 128: 1329-1336.

Jenkins, P., Chadwick, R.A.; Nevin, J.A. Classically conditioned
enhacement of antibody production. Bulletin of the Psychonomic Society.
21[6], 485-487. 1983. Ref Type: Abstract

Laudenslager, M.L.; Fleshner, M.; Hofstadter, P.; Held, P.E.; Simons, L.; Maier,
S.F. (1988) Suppression of specific antibody production by inescapable
shock: stability under varying conditions, Brain Behav Immun 2: 92-101.

Luini, W.; Mantovani, A.; Garattini, S. (1981) Effects of saccharin on
primary humoral antibody production in rats. Toxicol Lett 8: 1-6.

MacQueen, G.; Marshall, J.; Perdue, M.; Siegel, S.; Bienenstock, J. (1989)
Pavlovian conditioning of rat mucosal mast cells to secrete rat mast
cell protease IX. Science 243: 83-85.

Madden, K.S.; Boehm, G.W.; Lee, S.C.; Grota, L.J.; Cohen, N.; Ader, R.
(2001) One-trial conditioning of the antibody response to hen egg
lysozyme in rats. J Neuroimmunol 113: 236-239.

Metal'nikov, S.; Chorine, V. (1926) Rdle des réfléxes conditionnnels dans
I'immunité. Ann Inst Pasteur 40: 893-900.

Pacheco-Lépez, G.; Espinosa, E.; Zamorano-Rojas, H.M.; Ramirez-Amaya, V.;
Bermudez-Rattoni, F. (2002) Peripheral protein immunization induces
rapid activation of the CNS, as measured by c-Fos expresion. ]
Neuroimmunol 131: 50-59.

Perez, L.; Lysle, D.T. (1995) Corticotropin-releasing hormone is involved
in conditioned stimulus-induced reduction of natural killer cell activity
but not in conditioned alterations in cytokine production or
proliferation responses. J Neuroimmuno! 63: 1-8.

Randall, D.; Burggren, W.; French, K. (1997) Eckert Animal Fisiology:
Mechanisms and Adaptations. New York, U. S. A.: Freeman.

Russell, M.; Dark, K.A.; Cummins, R.W.; Ellman, G.; Callaway, E.; Peeke, H.V.
(1984) Learned histamine release. Science 225: 733-734.

Scaccianoce, S.; Lombardo, K.; Nicolai, R.; Affricano, D.; Angelucci, L. (2000)
Studies on the involvement of histamine in the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis activation induced by nerve growth factor. Life Sci 67:
3143-3152.

47




Smith, C.A.; Wood, E.J. (1997) La respuesta inmunitaria. In: Biologla
Celular pp 286-322. Delaware, E. U. A..

Solomon, G.F. (1987) Psychoneuroimmunology: interactions bhetween
central nervous system and immune system. J Neurosci Res 18: 1-9,

Straub, R.H.; Westermann, J.; Scholmerich, J.; Falk, W. (1998) Dialogue
between the CNS and the immune system in lymphoid organs. Immunol
Today 19: 409-413.




	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Planteamiento del Problema
	3. Hipótesis
	4. Objetivo
	5. Metodología
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía



