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CAS Condicionamiento aversivo a los sabores
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Sistema nervioso central




RESUMEN

Desde hace varios décadas, algunas funciones del sistema inmune han sido
modificadas por medio del condicionamiento cldsico. Bajo este esquema se ha
desamrollado el condicionamiento inmune en donde el apareamiento de un sabor
novedoso, como estimulo condicionado (EC), asociado con un farmaco que ditere la
respuesta inmune, como el estimulo incondicionado (El), induce el condicionamiento de la
funcion inmune al exponer a los animales sdlo al EC. Utilizando esta metodologia, hace
algunos afios, el aumento de anticuerpos contra un antigeno pudo ser condicionado por

medio de un sélo evento de asociacion de estimulos.

En el presente trabajo, se intenta condicionar el aumento de la respuesta primaria de
anficuerpos en un sélo evento utilizando una citocina (Interleucina IL-1B) como El y
sacarina como EC en animales retados con antfigeno. Simultdneamente, con este
protocolo, se pretende ademds, inducir condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). El
CAS es un condicionamiento de conducta aversiva adquirida a los sabores como
estrategia de supervivencia.

Se entrenaron ratas empleando sacarina como EC e IL-1p como El durante una sesién
de condicionamiento. Dias después, estas ratas fueron expuestas sélo al EC e inyectadas
con un anfigeno profeico como reto inmune. Se toma lectura de los consumos de los
animales sometidos al condicionamiento para comprobar la aversion al sabor (CAS).
Posteriormente, se determinaron y compararon los niveles de anticuerpos en sangre (IgG e
19G2a) contra el antigeno (del reto inmune).

Los resultados demuestran que no hay condicionamiento del aumento de la
respuesta primaria de anficuerpos bajo las condiciones descritas. Adicionalmente, no se

observd CAS.



Se discute la participacion de la IL-1B en el fenédmeno del condicionamiento de la
respuesta condicionada en un sélo evento de apareamiento de estimulos, evaluando el
papel de esta citocina como mensajero enfre el sistema inmune y el SNC durante el
condicionamiento. Estos resultados son Utiles para mostrar que la IL-1 podria no funcionar

como El en el condicionamiento de anticuerpos contra un antigeno y en el CAS.



INTRODUCCION

Hasta hace poco tiempo, se creia que el sistema inmune era auténomo. Sin
embargo, durante las 2 Oltimas décadas se ha acumulado evidencia de gue distintos
factores psicolégicos como el estrés, la depresion, la conducta de enfermedad y los
estados de animo, entre otros influyen en el desarrollo de la respuesta inmune, provocando
deficiencias en el desarrollo de las funciones inmunes que predisponen o agravan las
enfermedades (tales como alergias y asma) (Ader et al., 1987 Bermiudez-Rattoni, 2001). Al
considerar estas observaciones, se desarrollaron experimentos que demostraron la
existencia de una comunicacién entre el sistema inmune y el sistema nervioso central
(SNC), la cual es estudiada por la psiconeuroinmunologia (Ader, 2001: Ader y Cohen, 1991:
Besedovsky et al., 1977; Felten, 2000b). La evidencia de estos estudios muestra que ésta
comunicacion se realiza por medio de moléculas producidas por ambos sistemas, como
neurotransmisores, hormonas, neuropéptidos y citocinas, los cuales interactian con
receptores ubicados en las células de ambos sistemas (revisado en Felten, 2000a; Goehler et

al., 2000).

Una de las heramientas que se utilizan para esta investigacion es el modelo de
condicionamiento clasico, con el cual se ha encontrado que algunas funciones del sistema
inmune han sido modificadas mediante condicionamiento, demostrando la influencia

conductual en la inmunidad (revisado en Ader, 2001; Ader et al., 1987; Ader y Cohen, 1991).

CONDICIONAMIENTO CLASICO
Este modelo es una forma de aprendizaje que se fundamenta en la asociaciéon de
estimulos para proporcionar una respuesta que estd sujeta a esta misma asociacion. Este

aprendizaje es la adquisiciéon de una nueva conducta.



Este condicionamiento fue descubierto por Pavlov en 1927 (Bermudez-Rattoni, 2001) y

esta formado de los siguientes elementos:

= Estimulo condicionado (EC| e incondicionado (El), el primero es neutro
y no produce respuesta por si sélo, el segundo desencadena la
respuesta por si mismo.

= Apareamiento o sesion de condicionamiento, es cuando al
organismo se le presentan los estimulos mencionados al mismo
fiempo o de manera sucesiva (puede readlizarse también varios
apareamientos).

= Evocacion o prueba, se redliza tiempo después de la sesion de
condicionamiento y consiste en exponer al organismo sélo al EC.

= Respuesta condicionada es el resultado del apareamiento de
estimulos, donde el EC es capaz de evocar la respuesta por si mismo,
esta es la respuesta condicionada (Domjan. 1998: Kehoe y Macrae,

2003).

El condicionamiento inmune y el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) se
basan en los principios del condicionamiento cldsico, en donde se asocia un sabor
novedoso (como EC) con un fdrmaco (El) para obtener la respuesta condicionada con la

presentacién del EC durante la prueba (revisado en Ader, 2003; Domjan, 1998).



CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

El Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS) es un paradigma de aprendizaje
que estudia la conducta adquirida aversiva o de rechazo a los alimentos previamente
asociados con malestar o intoxicaciéon, que muestran la mayoria de los organismos (por
ejemplo aves, mamiferos e insectos) a ciertas sustancias téxicas que se encuentran en el
ambiente, demostrando un mecanismo de adaptaciéon biolégica para su supervivencia

(Bures, 1998).

En el CAS se asocia un sabor novedoso (el estimulo condicionado, EC] con un
farmaco (el estimulo incondicionado, El) que induce un malestar (por ejemplo, iritacion
gastrica). Durante la evocacion o prueba, la sola presentacion del EC inducird la respuesta
condicionada, es decir, el rechazo al sabor como producto de la asociaciéon previa entre

estimulos (ver esquema 1) (Ader y Peck, 1977).

Adquisicién Evocacion

A
/ \ malestar

gastrico (EC)

(EC) sacanna
sacarina % W 24 h
después después
. By
—_—

Respuesta condicionada =
(El} Rechazo al sabor
LiCl

Esquema 1. Eventos que inducen el CAS. En este condicionamiento se asocia un sabor
novedoso con un compuesto quimico (como el LiCl) que induce malestar en el animal.
Durante | a evocacién, el organismo rechaza el sabor c omo p roducto d e la a sociacién
entre estimulos (Modificado de Bermidez-Ratonni, 2001). Los tiempos sefialados en la
ilustracién son relativos, varian de un laboratorio a otro.



El CAS presenta varias caracteristicas importantes. La primera de ellas es la de un
condicionamiento rdpido (un apareamiento de estimulos es suficiente para obtener la
respuesta condicionada).

Ofra caracteristica es que pueden existir largos intervalos de tiempo entre estimulos,
los cuales pueden ser de varias horas (revisado en Schafe et al., 1995). La dltima, es la
;.Jiifizocién de un estimulo aversivo como El (Domjan, 1998) ya que la induccidén de malestar
o enfermedad es la forma mas comun de provocar CAS y éste puede ser producido mas
faciimente por un El aversivo (Ader y Peck, 1977). Respecto a esto, algunos autores
concuerdan con la idea de que un estimulo aversivo evidencia mejor su capacidad de
provocar una respuesta  (en comparacién con otro estimulo) (Lysle et al., 1992). Los
estimulos aversivos mas utilizados en el CAS son compuestos quimicos inyectados en el
peritoneo; como cloruro de Litio (LICl) (Domjan y Gillan, 1976), drogas quimioterapéuticas
(Ader y Cohen, 1975), lipopolisacaridos (LPS) (Exton et al., 1995¢), e IL-1B (Dyck et al., 1990; Tazi

et al., 1988) entre ofras.



CONDICIONAMIENTO INMUNE

Ader y Cohen (1975) utilizaron sacarina como EC apareada con ciclofosfamida
(sustancia inmunosupresora) como El para inducir CAS. Durante la prueba se expuso a los
animales sélo al EC y ademads de la aversion a la sacarina, encontraron una disminuciéon de
la respuesta inmune (Ader y Cohen, 1975). El modelo de inmunosupresién condicionada
consiste en la presentacion de un sabor novedoso (EC) apareado varias veces con un
farmaco que altera la respuesta inmune (El), provocando la obtencién del efecto
condicionado (la disminucién de la respuesta inmune) sélo al exponerse al EC (Ader, 2001:
Ader et al., 1987; Ader y Cohen, 1991). La relevancia de este descubrimiento fue el
condicionamiento de una funcién fisioldgica compleja: la respuesta inmune. Esta se define
como la capacidad de organizar una respuesta defensiva contra sustancias ajenas
(toxicas y microorganismos del medio ambiente) a través de diversos mecanismos que
poseen la mayoria de los animales. La respuesta inmune puede ser innata (ocurre sin
exposicion previa a la sustancia o microorganismo) y adquirida (requiere exposicion previa
al material ajeno). Desde entonces, se han desarrollado protocolos de investigacion para
intentar condicionar las funciones del sistema inmune (innatas o adquiridas) (Ader y Cohen,
1991), algunos ejemplos de condicionamiento conductual que han modificado la

respuesta inmune se muestran en tabla 1:

Ejemplos de condicionamiento inmune

[ CONDICIONAMIENTO DE INMUNIDAD INNATA | CONDICIONAMIENTO DE INMUNIDAD ADQUIRIDA |
Inmunosupresién Inmunoestimulacién Inmunosupresién Inmunoestimulacién
Disminucion Aumento condicionado Disminucion Aumento condicionado de
condicionada de las de la actividad de NK condicionada de anticuerpos (inmunidad
reacciones inflamatorias, | (Demissie et al., 1996; | anticuerpos (Ader et al, | humoral) (Alvarez-Borda
actividad de NK entre Hiramoto et al., 1997; | 1975: Gorczynzki et al, | et al., 1995; Madden et
otras (Coussons et al.. | Longo et al., 1999). 1982). al., 2001).

1994; Lysle et al.,
1982).

Tabla 1. Ejemplifica la existencia de algunos de los distintos protocolos para el
condicionamiento inmune.




CONDICIONAMIENTO DE LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS

La inmunidad adquirida se basa en la actividad de 2 elementos inmunes: humoral y
celular. La inmunidad humoral estd mediada por proteinas solubles llamadas anticuerpos o
inmunoglobulinas. La sintesis y liberacion de anticuerpos es inducida por la exposicién a
antigenos (entre ofras sustancias). Los anticuerpos se unen especificamente al antigeno
que generd su produccion, elimindndolo por alguno de los siguientes procedimientos:
inactivaciéon directa, por opsonizaciéon (recubrimiento del antigeno para facilitar la
fagocitosis de éste) y debilitando la membrana del microorganismo haciéndola vulnerable
a la destruccidon por medio de lisis celular (por medio de un grupo de proteinas
denominado complemento). La importancia de la inmunidad humoral radica en la
capacidad de generar una gran diversidad y especificidad de anficuerpos (es capaz de
producir anticuerpos que identifican una gran cantidad de moléculas distintas con una
gran especificidad) (revisado en Roitt et al., 1998).

El desarrollo de la inmunidad adquirida estd sujeto a un control riguroso, el mismo
sisfema segrega moléculas que aumentan o inhiben la activacion de la respuesta
inmunitaria (por ejemplo, citocinas). Dada la complejidad del desamollo de la inmunidad
adquirida, ésta ha sido objeto de escasos experimentos de condicionamiento (Alvarez-
Borda et al., 1995).

Hasta hace pocos afios se desarrolld un modelo para obtener un aumento
condicionado de anticuerpos al exponer a los animales al EC (mediante previo
apareamiento de estimulos; un sabor novedoso como EC y un antigeno como El). Hasta el
momento, existen 4 frabagjos que demuestran condicionamiento de la respuesta de

anticuerpos (Ader et al., 1993; Alvarez-Borda et al., 1995; Madden et al., 2001; Espinosa et al.,

2003).



En el primero de ellos, se pudo condicionar la respuesta secundaria de anticuerpos
ufilizando un antigeno proteico KLH (keyhole Limpet Hemocyanin) como El (100 ng/0.2 ml)
y leche con chocolate como EC. Durante la sesion de condicionamiento, se expuso a los
animales al EC y al El. Se hicieron 5 apareamientos de estimulos separados por 4 semanas
cada uno. Durante la prueba, algunos grupos (entre ellos el CS) fueron reexpuestos al EC,
ademdas, todos los grupos (excepto los grupos controles) recibieron una inyeccion del
mismo antigeno (KLH) en dosis subinmunogénicas (cantidad incapaz de inducir una
respuesta inmune) com o refuerzo. Los resultados del grupo CS muestran un aumento
condicionado de anticuerpos comparado con los grupos que no recibieron la inyeccién
de antigeno en dosis subinmunogénica (Ader et al., 1993). Esto sugiere, que la respuesta
condicionada (el aumento de la respuesta secundaria de anticuerpos) debe estar dada
por la asociacion previa de estimulos (el EC y El), lo cual se manifestd por la  reexposicion
del EC y muy posible por la inyeccion del mismo antigeno (KLH) en dosis subinmunogénicas
durante la prueba. Por otro lado. este trabgjo demostré que un antigeno puede ser

ufilizado como El en un experimento de condicionamiento inmune.

En el segundo trabajo se observé un aumento condicionado de la respuesta de
anficuerpos contra un antigeno proteico (Lisozima del huevo de gallina: HEL). el cual fue
utilizado como El apareado con un sabor novedoso como EC. El modelo describe que
durante la sesion de prueba, ambos estimulos son apareados (sacarina al 0.1 % como EC
e inyeccion i.p. de antigeno HEL 500 pg/ml como El). Veinticinco dias después se realiza la
prueba, donde los animales son expuestos sélo al EC (ver esquema 2). Los resultcdos-
demvuestran un aumento condicionado de la respuesta primaria de anticuerpos (IgM e
IgG) similar en magnitud a la respuesta secundaria de anticuerpos normal (la de
reinyeccion de antfigeno) (Alvarez-Borda et al., 1995). La relevancia de este trabajo es el de

2 hallazgos importantes: se logré modificar el nUmero de sesiones de condicionamiento



inmune a un solo apareamiento de estimulos para obtener la respuesta condicionada vy
se logrd condicionar la elevacion de la respuesta primaria de anticuerpos sin necesidad
de utilizar refuerzos en dosis subinmunogénicas. Por otro lado, este trabajo confirmd lo que
demostrd Ader y colaboradores (1993): un antigeno puede ser ufilizado exitosamente

como El en un experimento de condicionamiento inmune.

SESION DE
CONDICIONAMIENTO PRUEBA

.[ (EC)
(EC) sacarina ; ‘ :
sacarina |

Aumento
s condicionado de
minutos (E1) A anticuerpos

Antigeno

Esquema 2. Metodologia del aumento condicionado de la respuesta primaria de
anticuerpos desarrollada por Alvarez-Borda (modificado de Espinosa, 2001). Este modelo
demostré la posibilidad de condicionar la respuesta de anticuerpos en un solo evento de
apareamiento de estimulos.

En el tercer trabgjo, se replicd el frabajo de Alvarez-Borda (1995) modificando su modelo al
realizar la sesiébn de prueba 45 dios después de la sesion de condicionamiento. Los resultados

muestran un aumento en el nivel de IgG, menor al reportado por Alvarez-Borda (Madden et al., 2001).

Por ofro lado, en el cuarto trabgjo, se encuentra también un efecto modesto (aumento de
anticuerpos 1gG contra antigeno) comparado que el trabagjo de Alvarez-Borda | 1995) similar en

magnitud al encontrado por Madden (2001) (Espinosa et al., 2003).



Se utilizé HEL como El (500 pg/ml) y sacarina como EC durante la sesion de condicionamiento,
37 dias después se realizo la prueba, reexponiendo a los animales al EC se encontré aumento de
anticuerpos 1gG contra antigeno. Comparando el efecto condicionado del trabajo de Espinosa
[(2003) con los 2 anteriores, cabe senalar que la prueba se realizdé 12 dias después que el
experimento de Alvarez-Borda (1995) y 8 dias antes que el experimento de Madden (2001). Esto
sugiere que el aumento condicionado de la respuesta de anticuerpos refleja un proceso general de

aprendizaje (Espinosa et al., 2003) .



INTERLEUCINA 1 (IL-1)

IL-1 es una molécula sintetizada y secretada principalmente por macréfagos

(Guthridge et al., 1997). Existen 2 isoformas: IL.-1a e IL-B, ambas pueden unirse al mismo

receptor, induciendo efectos similares (Plata-Salaman, 1991; Dinarello, 1993.) En términos

generales, IL.-1a actUa a nivel infracelular y no se detecta en suero mientras que IL-p es un

pirégeno endégeno que circula por sangre induciendo una amplia variedad de efectos a

2 niveles:

Fisiolégicos: regula la comunicacion enire células del sistema inmune
participando en la activacién de linfocitos (efecto adyuvante (Boraschi et al.,
1991), en la presentacion de antigeno (Aiello et al, 1990), en procesos
inflamatorios y de fiebre como respuesta en fase aguda (Avitsur et al., 1994;
Conrad et al.,, 1997, Dantzer et al., 1999a; Elmquist et al., 1997; Kent et al., 1992;
Luheshi et al., 1997; Rothwell y Hopkins, 1995). Activa el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (HHA) (Besedovsky et al., 1986: Besedovsky et al., 1991), participa en
cambios metabdlicos, € hematolégicos (Dinarello, 1991; Dinarello et al., 1993;
Dinarello y Wolff, 1993), participa en los procesos de anorexia (Kent et al., 1994;
Plata-Salaman, 1998; Plata-Salaman y Ffrench, 1992) y provoca incremento en los

niveles de noradrenalina en bazo (Shimizu et al., 1994).

Conductuales: modifica la ingesta de alimentos (Kent et al., 1996; Weingarten,
1996), provoca alteraciones en el suefio (Brown et al., 1992), induce conducta
de enfermedad (disminucion de la conducta de exploracién, reduccién de la
actividad sexual, hipofagia, decremento en el consumo de agua entre otros)

(Dantzer et al., 1999a: Dantzer, 2001) y participa en el CAS (Tazi et al., 1988).



Algunos de estos efectos han sido condicionados apareando en la sesion de
condicionamiento un sabor novedoso (sacarina como EC) con inyeccion i.p. de LFS como
El {como se sabe, LPS induce la secrecion de IL-1 y otras citocinas pro-inflamatorias como
IL-6 y TNFa), observando el efecto condicionado como consecuencia de la exposicion del
EC en la prueba.

Utllizando este modelo se ha podido condicionar el aumento de la temperatura
corporal y aumento de ondas lentas de sueno (Bull et al., 1994), hipotermia (Bull et al., 1994),
hiperalgesia (Wiertelak et al,, 1994), alteraciones en la concentracion de metales en la
sangre (Exton et al., 1995b;Exton et al., 1995d), anorexia (Exton et al., 1995a), ademads de la
supresion y liberacion de corficosterona y norepinefrina (NE) (Janz et al., 1996).

Estos resultados demostraron gue algunos de los efectos de la IL-1 habian sido
condicionados, lo que abrié la posibilidad de ufilizar la IL-1 especificamente como El (i.p.).
apareandola con un sabor novedoso (sacarina como EC) durante la sesion de
condicionamiento y exponer a los animales solo al EC durante la prueba. Bajo este
esquema se enconfrdé CAS (Janz et al., 1991: Tazi et al., 1988) y ademds un incremento
condicionado en el nivel de glucocorticoides (Dyck et al., 1990).

Como se ha descrito, la IL-1 induce una variedad de efectos segin la dosis
administrada periféricamente: Dosis de 1 a 100 ng induce fiebre, neutrofilia, descenso de
hierro, incremento de sintesis de proteina en fase aguda, anorexia, suefo y liberacion de
hormona adrenocorticotrépica (ACTH), entre ofras. Dosis de 5 pg induce hipotension,
leucopenia, supresion en el consumo de alimento y pérdida de peso entre otros. Dosis

superiores a 5 ug se reportan como téxicas (Dinarello, 1991: Plata-Salaman, 1991).

Una linea de investigacion reciente explora la posibilidad de que citocinas presentes
sistémicamente puedan generar sefales asociables con estimulos sensoriales que pudieran

convertir a las citocinas en El (Espinosa v Bermidez, 2001).



Existen varios experimentos que demuestran que el SNC responde a la IL-1p sistémica,
la cual induce una variedad de efectos mediante estimulaciéon periférica aferente que
activa el SNC. En uno de ellos, encontraron que la inyeccion i.p. de IL-1B (100 ng/kg)
facilita la liberacion de noradrenalina en bazo a fravés de la activacién del nervio
simpdtico (Shimizu et al., 1994), esta dosis no induce fiebre. Utilizando dosis de 25 pg/kg de
IL-1B i.p. se induce fiebre y conducta de depresion a través del nervio vago (que activa
estructuras limbicas para inducir la conducta de depresion, y que es alterada por
vagotomia, a diferencia de la fiebre) (Konsman et al., 2000). Utilizando dosis de 1 pg/kg y 10
pa/kg ip. se activa el eje HHA (induciendo un incremento de corticosterona) por
estimulacién del nervio vago (Fleshner et al., 1995). Existen algunos reportes que demuestran
la activacidén del SNC por infeccion, inflamacion sistémica o administraciéon directa (iv. o
i.p.) de IL-1 estimulando la activacion del nervio vago del eje HHA, induciendo fiebre y
conducta de depresion entre ofras (Eimquist et al., 1997, Konsman et al., 2000; Rivest et al.,
2000). En concordancia a estos frabajos, se ha encontrado que la reduccion de los efectos
de la IL-1 por vagotomia ocurre solamente cuando la citocina es administrada o inducida
intraperitonealmente (Bluthe et al., 1996a; Bluthe et al., 1996b).

Se ha propuesto que el SNC podria detectar la IL-1 sistémica, por medio de vias
anatémicas como la hematdégena (Watkins, et al, 1995), cruzando la barrera
hematoencefdlica (Banks et al., 1995), uniéndose al endotelio vascular para inducir otras
moléculas mediadoras en el SNC (Dantzer et al., 1999b; Dantzer et al., 2000; Goehler et al., 1999:

Plata-Salaman, 1991; Vitkovic et al., 2000) produciendo asi los efectos descritos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Determinados estudios sugieren que algunas funciones del sistema inmune pueden

ser modificadas por medio del condicionamiento clasico. Asi mismo, existen razones para

proponer la utilidad de IL-1p como El:

El hecho de que algunos efectos de la IL-1B  han sido condicionadas
apareando LPS (como El) y sacarina (como EC) (Bull et al., 1991; Bull et
al., 1994; Janz et al., 1996: Wiertelak et al., 1994) apoya la posibilidad de
que citocinas de origen sistémico actien como El.

Adicionalmente, e xisten fuentes que proponen a la IL-1 como
molécula mensajera entre el sistema inmune y el SNC. Se sugiere que
esta molécula esta involucrada en el condicionamiento inmune como
mensajero principal o como molécula de relevo que induce la
produccion de ofras moléculas (como prostaglandinas y otras
citocinas) que deben ser detectadas por el SNC (Demissie et al., 1996;
Elmquist et al., 1997; Fleshner et al., 1995, Konsman et al., 1999, Konsman et
al., 2000; Luheshi et al., 1997; Rivest et al., 2000).

Se sabe que la IL- 1B participa en eventos de induccion de la respuesta
inmune, por ejemplo en la activaciéon de anticuerpos por medio de
antigenos como los ufilizados por Alvarez-Borda (1995) y Madden
(2001) por lo que se pensd en condicionar esta propiedad adyuvante
(se refiere a la capacidad para estimular o intensificar la respuesta de
anticuerpos contra un antigeno, las moléculas adyuvantes no acfivan

la respuesta inmune por si mismaj.



= Sila IL-1p fuera la senal aferente en el condicionamiento descrito por
Alvarez-Borda (1995), deberia ser posible lograr un condicionamiento
de la respuesta de anticuerpos utilizando IL-1B en dosis que no
generen CAS.

= Asimismo, existe evidencia de condicionamiento de la respuesta
inmune innata utilizando citocinas como El y sacarina como EC donde
se observa aumento condicionado de la actividad de células NK
(Demissie et al., 1996) y de macréfagos (Longo et al., 1999) al exponer los
individuos al EC.

=  Por Ultimo. se ha observado CAS y condicionamiento de algunas
funciones inmunes utilizando agentes que inducen la IL-18 o la misma

IL-1p como El (Janz et al., 1991: Tazi et al., 1988).

De esta manerq, se desea saber si es posible condicionar el efecto adyuvante de la
IL-1 (aumento de la respuesta de anticuerpos contra un antigeno) y al mismo tiempo
determinar si la misma dosis (5 pg/kg) es capaz de inducir CAS (dosis cercana a la que
induce CAS segun Tazi y colaboradores), ya que se ha propuesto que dosis superiores

podrian ser téxicas (revisado en Dinarello, 1991).

Para el EC, se pensé en utilizar sacarina debido a que se utiliza desde hace varios
anos en la investigaciéon del condicionamiento inmune por la novedad del sabor y porque
estudios previos de condicionamiento inmune no reportan propiedades inmunogénicas de
la sacarina por si sola (Alvarez-Borda et al., 1995; Madden et al., 2001). Asimismo, se aumenté la
saliencia de este estimulo (@ una concenfracion de 0.25 %) comparado con la
concentracion utilizada en los antecedentes (concentracion de 0.1 %) (Alvarez-Borda et al.,

1995; Dyck et al., 1990; Janz et al., 1991; Madden et al., 2001; Tazi et al., 1988).



Desde hace anos se han utilizado los antigenos como El en experimentos de
aumento condicionado de la funcién inmune. De entre los antigenos mas utilizados
destacan el GRC (gldébulos rojos de carnero) (Gorczynski, et al., 1982) en el aumento
condicionado de precursores de linfocitos citotoxicos en respuesta al EC. Se ha ufilizado
HEL en el aumento de la respuesta de anticuerpos en respuesta al EC (Alvarez-Borda et al.,
1995: Madden et al., 2001) y KLH en el aumento condicionado de la respuesta secundaria de
anticuerpos en respuesta al EC e inyecciones subinmunogénicas del mismo antigeno (Ader,
et al., 1993).

El antigeno proteico KLH es el pigmento transportador de oxigeno en los nématodos,
moluscos y crustdceos (Orlova et al., 1997). Esta proteina se utiliza para obtener activacion y
sintesis de anticuerpos en animales vertebrados (Cruse, 1995). Se eligio ufilizar el KLH porque
es un antigeno proteico como el utilizado en los experimentos de aumento condicionado
de la respuesta primaria de anticuerpos (Alvarez-Borda et al., 1995; Madden et al., 2001). Por
otfro lado, si el condicionamiento de la respuesta primaria de anficuerpos contra un
antigeno (HEL) es tan sélido, serd posible observarlo al ufilizar ofra proteina inmunogénica
(Espinosa et al., 2003). En el presente experimento se utilizé como refo inmune (activacién
de anticuerpos) en lugar de El. La dosis gue se empleada es de 50 pg/ml suficientes para

activar la respuesta de anticuerpos (Espinosa et al., 2002).



HIPOTESIS

En consideracién con lo mencionado en el planteamiento del problema:

. Dadas las propiedades potencialmente condicionables de la IL-1f
{algunos de sus efectos han sido condicionados, induce CAS, participa
en eventos de induccion de la respuesta inmune como la activacion
de anticuerpos por medio de antigenos y porque se sugiere que la IL-1
podria ser la mbiécula mensgjera entre el sistema inmune y el SNC) es
posible proponerla como El. Por lo anterior, se esperaria  observar
condicionamiento simultdneo de 2 respuestas independientes:
aumento de la respuesta primaria de anticuerpos y CAS utilizando IL-1B

como El (ver esquema 3).

SESION DE
CONDICIONAMIENTO PRUEBA

Respuesta
(EQ) condicionada =
sacarina [ Aversion al sabor

inmune) g \ i
KLH

Respuesta
condicionada =
Aumento
condicionado de
anticuerpos

Esquema 3. Hipétesis del presente trabajo. Se espera observar condicionamiento de 2
respuestas independientes en un sélo evento de apareamiento de estimulos: aumento
condicionado de la respuesta primaria de anticuerpo y CAS utilizando IL-1  como El,
sacarina como EC, y KLH como reto inmune.



OBJETIVO

Se evaluara la posibilidad de condicionar el efecto adyuvante de la IL-1 f (aumento
de la respuesta de anticuerpos contra un antigeno) y al mismo tiempo determinar si la
misma dosis (5 pg/kg) es capaz de inducir CAS.

Con este fin, se desarrollaron 2 experimentos:

a) En un primer experimento se determinard la ufiidad de la IL-1p como El en el
condicionamiento del aumento de la respuesta primaria de anticuerpos y CAS (en un
mismo evento) en animales retados inmunolégicamente con antigeno KLH.

b) Se realizard un segundo experimento en el cual se determinard el efecto de la IL-1B

y delKLH en la respuesta de anticuerpos. Este experimento es un control del anterior.



METODOLOGIA

PRIMER EXPERIMENTO
PROCEDIMENTO CONDUCTUAL

Se utilizaron 50 ratas Wistar machos jévenes de 250 g., colocadas individualmente en
cajas con alimento y agua todo el tiempo durante 15 dias antes de iniciar el
entrenamiento (tiempo en que se estima se aclimatan los animales a las condiciones del
bioterio). Con un ciclo de luz y oscuridad normal (luces de 8:00 a 20:00 hrs.). Las ratas
fueron manipuladas los 15 dias para acostumbrarlas a la manipulacion propia del

tratamiento.
GRUPOS

Las ratas fueron distibuidas en 5 grupos al azar: el grupo experimental (CS) es
expuesto al EC y al El durante la sesién de condicionamiento y reexpuesto al EC durante
la prueba, el grupo (CSo) con el mismo tratamiento en la sesién de condicionamiento
que el anterior, no es reexpuesto al EC durante la prueba, el grupo (N-C) es expuesto al El
pero no al EC durante la sesion de condicionamiento, durante la prueba si se expone al
EC, el grupo (PRE CS) tiene el mismo tratamiento que el grupo CS (durante la sesién de
condicionamiento y la prueba) pero se expone al EC antes de iniciar la sesién de
condicionamiento (durante el entrenamiento) y un grupo (VEHICULO) que se expone sélo
al EC durante la sesion de condicionamiento y la prueba. Todos los grupos reciben una

inyeccién del antigeno KLH como reto inmune durante la prueba (ver tabla 2).
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GRUPO

ENTRENA-
MIENTO
( Dia -4)

SESION DE
CONDICIONAMIENTO
(Dia 0)

PRUEBA
(Dia 5)

OBSERVACION
(QUE SE DEMUESTRA)

cs

10

Agua

SAC +IL-1B

SAC + KLH (50 pg)

- Principal grupo
experimental que explorara el
efecto condicionado.

CSo

SAC +IL-1B

Agua+ KLH (50 pg)

-Demostrara el efecto de la
sesion de condicionamiento
sin la exposicion del EC en el
dia de prueba.

N-C

Agua

Agua + IL-1p

SAC + KLH (50 ug)

- Demostrara el efecto de un
tratamiento no asociativo
(estimulos no apareados).

PRECS

SACARINA

SAC +IL-1B

SAC + KLH (50 pg)

- Demostrara el efecto de la
preexposicion del EC antes
de la sesion de
condicionamiento.
-Inhibicion latente.

VEHICULO

SAC + 88|

SAC + KLH (50 ug)

- Demostrara los efectos
residuales de la sacarina
dentro del condicionamiento.

Tabla 2. Grupos y tratamientos aplicados durante el experimento (entrenamiento, sesién de
condicionamiento y prueba) y perspectiva de cada uno de los tratamientos.

Dos semanas después, se inicia el entrenamiento. Se privan a los animales de agua

por lapsos de 12 horas, proporcionandoles bebederos con agua sélo durante 15 minutos

durante la mafana y la noche (8:00 y 20:00 horas). Transcumidos los 15 minutos se retira el

bebedero y se toma lectura del consumo del animal. La lectura de los consumos se realiza

durante 4 dias, tiempo en que se enfrena a los animales a beber cuando se les coloca el

bebedero. El grupo de PRE CS como ya se menciono, recibe sacarina (al 0.25 %) por la

manana.

SESION DE CONDICIONAMIENTO
El dia 0 del experimento, los animales reciben el EC: sacarina (Sigma) al 0.25 % (w/v)

durante los mismos 15 minutos con los que se les ha entrenado. El grupo N-C recibe agua.
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Al terminar, se expone a los animales al El: se les inyectd ip. IL-1p 50 pg/Kg (Pierce
Endogen, EUA] en 500 pl de SSI (solucidn salina isotonica, de Laboratorios Abbot, S.A.). El
grupo VEHICULO recibid 500 pl de SSI en lugar de IL-1B. Los animales se siguen
entrenando por 4 dias mas, con sus respectivos consumos cada 12 horas.

PRUEBA

El dia 5 del experimento se llevé a cabo la prueba, que consistid en exponer a
todos los grupos al EC (sacarina al 0.25% w/v) durante 15 minutos, excepto al grupo CSo
(el cual recibe agua). Todos los animales reciben una inyeccién i.p. de KLH (50 pg/ml
Pierce Chemical, EUA)) en 500 pl de $SI (Laboratorios Abbot, S.A.). Se registra el consumo

que tuvieron los animales (ver esquema 4).
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Esquema 4. Describe los eventos del experimento, los dias en los
que se aplica el tratamiento y los dias de la obtencién de sangre.
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SEGUNDO EXPERIMENTO
EFECTO DE LA IL-1 EN LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS
Este experimento sirvid para determinar el efecto adyuvante de la IL-1p en la

produccién de anticuerpos. Se hicieron 2 grupos con distinto tfratamiento (tabla 3).

[[GruPO N TRATAMIENTO RESULTADO
A 8 -Determina la efectividad del
KLH + 5SI KLH como antigeno

-Determina los efectos

B 8
KLH + IL-1 adyuvantes de IL-1

Tabla 3. Grupos y tratamientos de los animales controles

Los animales de los 2 grupos reciben una inyeccion eni.p. de KLH (50 pg/mil) en 300 pl
de SSI. Posteriormente, al grupo A reciben 300 pl de SSI i.p. y el grupo B recibe IL-1p 5

pg/Kg en 300 pl de SSI i.p.
PROCEDIMIENTO GENERAL (para ambos experimentos)

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

Se calendarizé la obtencion de sangre de las ratas, 5 dias antes de la sesion de
condicionamiento (para obtener los valores basales o pre-inmunes), el dia 30, 40, y
finalmente 50 dias después de la sesidn de prueba. Por ofro lado, en los animales del
experimento independiente se toman muestras de sangre dias antes del reto inmune
(valores basales), los dias 21 y 30. Se procede a sangrar a cada una de las ratas por medio
de capilares estériles, en la region infra orbital del ojo de la rata anestesiada previamente

en una cdmara saturada por éter.
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De cada animal, se extrae 0.5 ml de sangre para posterior centrifugacion (15
minutos a 3500 g) y obtener asi los glébulos rojos en plasma. Se colectan 50 pl del plasma

los cuales se almacenan a -81°C.
PRUEBA DE ELISA (Enzyme Linked Inmunno Sorbent Assay)

Una vez obtenidas todas las muestras de sangre, se procedié a analizarlas bajo las
mismas condiciones por medio de pruebas de ELISA. El ensayo de enlace de enzimas
inmunosorbente es un método utilizado para detectar antigenos y anticuerpos en fluidos
o extractos de tejido. El anficuerpo esta marcado con una enzima que procesa un
sustrato con un reactivo determinado para producir un color en el medio de la prueba. El
producto soluble coloreado de la reaccién es medido espectrofotométricamente para
comparar niveles de anticuerpos en todas las muestras obtenidas (Coligan, 1991: Roitt et al.,
1998). La prueba que se redliza en este trabajo es un ELISA indirecto (se detectan niveles
de IgG totales e IgG2a en respuesta al KLH). Se analizaron las muestras de ratas (valores
basales, dia 30, 40 y 50) en 5 placas diarias. La dilucion inicial (1/50) con su duplicado se
coloca en el primer pozo vy se redliza las 9 diluciones siguientes de manera horizontal. Los
controles positivos (es suero o muestra de animales inmunizados con antigeno KLH),
negativos (es suero o muestra de animales inmunizados con otro antigeno como HEL) y el
blanco (no se coloca muestra) se colocan en las 2 Ultimas columnas.  En la tabla 4 se

describe el procedimiento del ELISA.

25



PROCEDIMIENTO

IgG lgG2a

SENSIBILIZACION

50 pl de KLH (Pierce, EUA) en 100 ml de solucion de buffer de carbonatos con pH 9.6. Se
depositan 100 pl de esta mezcla en cada pozo de cada placa. Se deja reposar las placas
sensibilizadas a temperatura ambiente toda la noche (un minimo de 8 horas).

BLOQUEO

-Se realizan 3 lavados a todas las - Se realizan 3 lavados a todas las placas.

I A
i -Se le agregan 250 pl a cada pozo de la

-Se le agregan 250 pl a cada pozo de la | solucion de blogueo: 625 mg de Albimina de
solucién de bloqueo: 5% caseina en 250 | Suero Bovino (Sigma) y 125 pl de Tween

mi de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4). |(Sigma) en 250 ml de buffer de fosfatos (PBS,
pH 7.4).

- Incubacion por 1 horaa 37° C. - Incubacién por 1 horaa 37° C.

MUESTRA

- Se realizan 3 lavados a todas las placas.

- Se coloca en cada pozo las diluciones de la muestra de cada animal por dia (y su
duplicado), para posterior dilucion. Las ultimas 2 columnas se utilizan como control
negativo y control positivo. La dilucién inicial es de 1/50 y se realizaran 9 diluciones
sucesivas a partir de los pozos con muestras en cada placa.

-Terminando la Gltima placa se incuban por 2 horas a 37° C.

1° CONJUGADO

- Se realizan 3 lavados a todas las|- Se realizan 3 lavados a todas las placas.
placas.
-Se agregan 100 pl a cada pozo la solucién con
- Se agregan 100 pl a cada pozo de la|el conjugado (Zymed, en 40 ml de solucién de
solucibon con el conjugado (Pierce |blogueo).

Chemical, en 40 ml de solucion de
bloqueo). -Las placas se incuban por 2 horas a 37° C.
-Las placas se incuban por 2 horas a
37°c.

2°CONJUGADO

i ] - Se realizan 3 lavados a todas las placas.

No requiere segundo conjugado. -se agrega 100 pl a cada pozo de la solucion
del conjugado de estreptavidina peroxidasa
HRP (Zymed) diluido en solucién de bloqueo.

-Las placas se incuban por 2 horas a 37° C.

REVELADO

- Se realizan 3 lavados a todas las placas.
-Se les agregan 100 pl de solucién reveladora: 40 mg de ABTS (Sigma) en 40 ml de
buffer de citratos pH 4.2 més 40 pl de agua oxigenada (Hz02).

- Se incuba todas las placas por 20 minutos a 37° C. Al transcurrir ese tiempo, se coloca
las placas en un espectrofotometro para medir la absorbancia a 405 nm de longitud de
onda.

Tabla 4. Descripci6n de los eventos para la realizacién de la prueba de ELISA (Alvarez-Borda et al.,
1995; Coligan, 1991). Todos los lavados de las placas re realizan con agua desionizada.
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ANALISIS ESTADISTICO: PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

El paquete estadistico utilizado para realizar todas las pruebas es Statview. En el CAS
los valores del consumo del EC (sacarina) son expresados como porcentaje de su
consumo basal de agua.

Todas las muestras de la rata fueron andlizadas en la misma placa para ELISA. Los
resultados de la respuesta de anficuerpos se expresaron de 2 modos. El primero como
aumento neto en niveles de absorbancia normalizada contra KLH. Esta descripcion |
muestra presencia y cantidad de anficuerpos. El segundo modo es como fitulo de
anticuerpos. E titulo de anticuerpo se define como el valor de la dilucidon de la muestra
que da una senal o valor igual a 2.5 veces el fondo (control negativo) (Cruse, 1995).

Se manejaron valores normalizados con el propésito de disminuir los posibles errores
inter-ensayo. Estos valores se obtienen del promedio de la absorbancia de cada muestra
y su duplicado. Este resultado se divide entre la absorbancia de los controles positivos
para obtener la absorbancia normalizada. E titulo de las absorbancias normalizadas se
obtuvo utilizando los valores de cada dilucién de la muesira. Ufilizando estos valores se
realiza una regresién que se acercard a la dilucién que contenga 2.5 veces el valor del
control negativo, ese es el valor del titulo.

Varios estudios expresan sus resultados de prueba de la respuesta inmune en titulo
de anficuerpos porque lo consideran un método mas confiable (Ader et al., 1993; Husband,
1993; Vlajkovi¢ et al., 1992); oftros estudios prefieren mostrar cantidades absolutas del
anticuerpo (Alvarez-Borda et al., 1995; Madden et al., 2001). La presentaciéon de resultados
que se desea mostrar es la absorbancia normalizada y la titulacion de la absorbancia
normalizada para demostrar verdadera evidencia del comportamiento del aumento de
anticuerpos durante el experimento.

Se redlizd Analisis de Varianza (ANOVA), del nivel de anticuerpos con los valores de

las muestras basales, dia 30, 40 y 50 a lo largo de las 10 diluciones de prueba.
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RESULTADOS

I. PRIMER EXPERIMENTO

CAS

No se observd CAS utilizando 5 ug/Kg de IL-1 como El. El consumo de sacarina no
fue reducido en la prueba como consecuencia de la asociacion con la inyeccién i.p. de
IL-1 en la sesion de condicionamiento.

La ANOVA de los valores de consumo durante la prueba no mostrd diferencias
significativas en los niveles de consumo (sacarina) entre los grupos (Fa.=0.712; p <0.551);

el grupo CSo no fue incluido en el andlisis porque no fue expuesto a la sacarina (figural).

90 -
80 1

70 -
60 4

50 -
40 4
30
20 -
10 4

Consumo en la evocacion con
respecto al consumo basal (%)

NN

CS PRECS N Vehiculo

Figura 1. Consumo de sacarina durante la prueba expresado como
porcentaje de consumo con respecto al consumo basal. La ANOVA
entre los grupos experimentales no mostré diferencias s ignificativas
{F31:=0.712; p <0.551). Los resultados se expresan como promedio
mas el error estandar.
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ANTICUERPOS
IgG TOTALES

La ANOVA con los valores de las absorbancia normalizas de anticuerpos IgG
totales basales (Fea= 0.601; p<0.663), del dia 30 (Fi«i= 1.892; p<0.130), 40 (Fea= 1.613;
p<1.894) y 50 (Fea1= 1.342; p<0.270) no mostré diferencias significativas en el nivel de
anticuerpos contra KLH (ver Figura 2). Este efecto se mantiene en las 9 diluciones
subsecuentes (se muesira la ANOVA del dia 30 de las ¢ diluciones restantes), 1/100(Fs.a=
1.172; p<0.337). 1/200 (Fs.1= 1.539; p<0.210),1/400 (Fe.1i= 0.78; p<0.544), 1/800 (Fs.u= 0.892;
p<0.477), 1/1600 (Feai= 0.862; p<0.495), 1/3200 (Fsa1=0.781; p<0.543), 1/6400 (Fsa1= 0.946;

p<0.447), 1/12800 (F4a1= 1.183; p<0.332), 1/25600 (Fs.01= 1.299; p<0.286).
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Figura 2. Absorbancias normalizadas de IgG contra KLH (dilucién graficada
1/50) de los grupos experimentales. La prueba de ANOVA no mostré diferencias
significativas. Los resultados se expresan como promedio mas el error estandar.

29



IgG2a

La ANOVA aplicada a las absorbancia normalizas de anticuerpos IgG2a basales
(Fe.1=0.416; p<0.795), dia 30 (F+.41=0.764; p< 0.555), 40 (F+.41=0.993; p< 0.422) y 50 (F4©1=0.442;
p< 0.777) no muestra diferencias significativas entre grupos (ver Figura 3).

Este efecto se mantiene en las 9 diluciones subsecuentes (se muestra la ANOVA del
dia 30 de las 9 diluciones restantes), 1/100 (Fe.41=0.553; p< 0.698), 1/200 (F+.41=0.681; p<
0.609), 1/400 (F4.1=0.411; p< 0.800), 1/800 (F4.41=0.453; p< 0.76%), 1/1600 (F4+.41=0.465; p<
0.760), 1/3200 (F+.1=0.604; p< 0.661), 1/6400 (F+.41=0.533; p< 0.711), 1/12800 (F+..1=0.413; p<

0.798) y 1/25600 (F+.1=0.518; p< 0.723).
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Figura 3. Absorbancias normalizadas de IgG2a contra KLH (dilucién
graficada 1/50). La ANOVA no mostré diferencias entre los grupos
experimentales en las 9 diluciones subsecuentes. Los resultados se expresan
como promedio més el error estandar.
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TITULOS
La ANOVA de la titulacion de las absorbancias normalizas de anticuerpos I1gG
totales basales (F+.44=0.908; p<0.468), dia 30 (F+.44=0.688; p<0.604), 40 (F4+.44=0.506; p<0.731) y

50 (F4.44=2.206; p<0.085) no muestran diferencias significativas (Figura 4 ).
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Figura 4. Titulos de las absorbancias normalizadas de IgG. La ANOVA no
mostrd diferencias significativas entre grupos. Los resultados se expresan como
promedio mas el error estandar.

La ANOVA aplicada a los valores titulados de de las absorbancias normalizas de
anficuerpos IgG2a basales (Fs.1= 0.709; p<0.590), el dia 30 (Fs.1= 0.701; p<0.56%), 40 (Fs.0=
0.567; p<0.687) y 50 (Fa.u= 0.479; p<0.751) no muestra diferencias signiﬁ_cotivus entre los

grupos (ver Figura 5).
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Figura 5. Titulacién de las absorbancias normalizas de anticuerpos
IgG2a. La ANOVA no mostrd diferencias significativas en los valores basales,
del dia 30, 40 y 50 entre los grupos. Los resultados se expresan como
promedio mas el error estandar.

Il. SEGUNDO EXPERIMENTO

(DETERMINACION DEL EFECTO DE LA IL-1 EN LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS)

Se redlizé un andlisis estadistico de la prueba de t student con los valores de la
absorbancia normalizada de los grupos A y B. La prueba muestra diferencias significativas
en el nivel de IgG contra KLH entre el grupo que recibié KLH e IL-1 y el grupo que recibié

solo el KLH (ver tabla 3).

La figura 6 a) muestra que existe un aumento significativo en el grupo B (KLH+IL-1)

con respecto al grupo A (KLH + SS1) del nivel de anticuerpos IgG en respuesta al KLH en el

dia 21 (tis= -2.287; p<0.05) y 30 (ti14= -2.218; p<0.05) después del resto inmune.
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La figura é b) muestra la respuesta de IgG2a, donde se observa diferencias
significativas en el grupo B con respecto al grupo A en el dia 30 después del refo inmune

(t1e= -2.218; p<0.05).
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Figura 6 a) Efecto de la IL-1 en la respuesta de anticuerpos IgG al KLH (50ug). El
grupo A (KLH + SSI) difiere en los niveles de anticuerpos con el grupo B (KLH + IL-1) en el
dia 21 (ty= -2.287; p<0.05) y 30 (ty~ -2.218; p<0.05) después del reto inmune (* p<0.05,
*p<0.01). Los resultados se expresan como promedio mas el error estandar.
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Figura 6 b) Efecto de la IL-1 en la respuesta de anticuerpos IgG2a al KLH (50 pg). El
grupo A (KLH + SSi) difiere en los niveles de anticuerpos con el grupo B (KLH + IL-1) en el
dia 30 (ti= -2.218; p<0.05) después del reto inmune (*p<0.05). Los resultados se expresan
como promedio mas el error estandar.



DISCUSION Y CONCLUSION

En este experimento se esperaba observar 2 condicionamientos con respuestas
condicionadas independientes entre si (aumento de la respuesta primaria de anticuerpos
y el CAS). En funcién a la ausencia de CAS y dada la naturaleza del fenémeno se

sugieren las siguientes consideraciones como posibles explicaciones:

CAS

Se reviso las caracteristicas del EC y del El que pudieron contribuir a la ausencia del
CAS. Existen varias caracteristicas del EC (Intensidad, duracién de la exposicion, enfre
ofras) que influyen en el desarollo del condicionamiento para obtener la respuesta
condicionada. Se eligié una de estas caracteristicas para argumentar la concentracién
del EC en el fratamiento del presente trabagjo: aumentar la saliencia (Dess, 1992; Kalat,
1974). Esta saliencia podria estar dada por 2 particularidades: concentracién del sabor y/o
novedad del sabor (Dess, 1993).

Se crey6 que al aumentar la saliencia del EC (incrementando la concentracién de
sacarina) se podria inducir el CAS porque entre mdas concentrada es la solucién, mds se
aleja del la familiaridad del sabor del agua (es decir; el sabor es mdas novedoso) y se sabe
que las ratas forman un mejor CAS con soluciones nuevas en comparacion con soluciones
familiares (Kalat, 1974). El no obtener un CAS en este experimento, permite especular que
el efecto de la concentracién (de 0.25%) inhibié el CAS porque la solucién debié ser tan
concentrada y aversiva, que provoco neofobia desde la primera exposicién, siendo
atenuada esta neofobia, en las siguientes exposiciones.

Desde hace varios afios, se ha observado CAS en experimentos de
condicionamiento de algunas funciones inmunes, en los cuales se ufilizan distintas

sustancias como El (LPS, LICl, e IL-1) (Bull et al., 1994: Exton et al., 1995h; Exton et al., 1995d;
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Wiertelak et al., 1994) apareado con sacarina como EC. Al revisar estos antecedentes se
observa también una notable variacion en la concentraciéon de sacarina para inducir CAS
y obtener respuesta inmune condicionada.

En experimentos de condicionamiento inmune se ha utilizado sacarina del 0.10 % al
0.15 % como EC apareado con LPS i.p. (100 ug). obteniendo CAS (Bull et al., 1991: Bull et al.,
1994: Janz et al., 1996; Wiertelak et al, 1994). Utilizando concentraciones mayores de -
sacarina (0.10% hasta 0.35%) como EC en la sesién de condicionamiento, apareado con
un elemento del sistema inmune (IL-1 dosis desde 5 ng hasta 10 pg) como El se ha

observado CAS (Dyck et al., 1990; Janz et al., 1991; Tazi et al., 1988).

Sin embargo, existen frabajos donde las altas concentraciones de sacarina
inducen CAS ademds del condicionamiento de la funcién inmune, bajo condiciones
idénticas (sacarina 1 % apareada con 100 ug de LPS i.p.). En 2 frabajos se observd CAS
[meodificacién condicionada de la temperatura corporal, suefio y condicionamiento de la
alteracién de cobre en plasma) (Bull et al., 1994; Exton et al., 1995¢c) mientras que en el
tercero (condicionamiento de la alteracién de hierro en plasma) fue negativo para el
CAS (Exton et al., 1995a). Cabe destacar, que los 3 trabajos anteriores proceden de un
mismo laboratorio, ante esto, podemos suponer que las ratas desamrollan aversién
especifica a una concentraciéon en particular por el cumulo de eventos que acompafia
el fratamiento (manipulaciéon de los animales, elementos del ambiente, escenarios no
controlados y el fratamiento mismo, asi como la calidad del estimulo incondicionado).
Estos eventos pueden contribuir con la asociacion de estimulos para aumentar o inhibir la

respuesta condicionada (Dess, 1992; Dess, 1993; Rozin and Kalat, 1971).
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Al revisar las caracteristicas del EIl encontramos que desde hace varios afios se
demostrd que las citocinas eran capaces de inducir CAS (Watkins et al., 1995). En un
frabajo pionero de Tazi y colaboradores (1988), se hicieron 2 eventos de apareamientos
de estimulos, a diferencia del modelo clasico de CAS estdndar. Por ofro lado, ese
experimento carece de grupos control como el CSo, el CS preexpuesto y el vehiculo, que
impide determinar la verdadera naturcleza del  CAS, el cu._lol se aprecia a
concentraciones (10 pg y de 1.0 ug) que podrian resultar téxicas (Dinarello, 1991). En
adicién, la dosis mdas baja que induce CAS en ese experimento es cercana a la dosis
utilizada en este trabajo (5 pg/kg).

Por Ultimo, en el presente trabajo, puede asumirse que las ratas no desarrollaron el
CAS por 2 posibles causas: no se apareo la senal de malestar con el EC impidiendo que se
desarrollara la respuesta condicionada (la aversion al sabor) al reexponer a los animales
al EC durante la prueba. La otra causa podria haber sido la induccion y liberacién de
niveles insuficientes de IL-1 o de mas citocinas en sangre. En ambos casos, es posible que
la IL-1 B no fuera detectada por el SNC, sugiriendo que se debidé aumentar la saliencia
(concentracién) del El (la IL-1 B) (Dess, 1993) a pesar del riesgo que implica utilizar una
dosis mayor. La IL-1 no debib ser aversiva como El para inducir CAS en la dosis utilizada,
por lo que se puede sugerir que no funcioné como El en el CAS. Por ofro lado, es bien
sabido que es mas facil asociar algunos estimulos entre si, en comparacién con otros
(Domjan, 1998). Quizds el tipo de malestar que provocé la IL-1 B fue mas dificil de asociar
que el malestar que induce por ejemplo, el LiCl.

Finalmente, este experimento propone considerar la idea de que no es factible
inducir CAS en experimentos de condicionamiento de anticuerpos en un sélo apareo de
estimulos, donde ademds, no se ha reportado el CAS (Alvarez-Borda et al., 1995; Madden et

al., 2001).
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Los resultados obtenidos en el primer experimento del presente trabajo (absorbancia
y titulacién) muestran que no existe diferencias estadisticas entre el grupo CS y los grupos
CSo y N-C en las muestras del dia 30, 40 y 50, a lo largo de las 10 diluciones de la prueba
de ELISA, demostrando que no hubo aumento condicionado de la respuesta primaria de
anticuerpos (para IgG e IgG2a) contra KLH, por lo tanto, no se observé condicionamiento
de los efectos adyuvantes de la IL-1p en el aumento de anficuerpos en un sélo apareo de
estimulos. Los resultados del segundo experimento confirman que la IL-1p aumenta la
respuesta primaria de antficuerpos confra un antigeno, asi mismo, también se confirma
que el KLH es eficaz para inducir la respuesta de anticuerpos. La interpretacién de los
resultados de ambos experimentos sugieren que la IL1B ha sido poco eficiente como El y
como posible mensajero entre el sistema inmune y el SNC durante el condicionamiento, asi
como su incierta participacion en eventos tempranos de la induccién de la respuesta

inmune de anticuerpos contra antigeno durante el condicionamiento.

Apoydndonos en las evidencias que sugieren que el condicionamiento de algunas
funciones inmunes debieran ser mediadas por la liberacién, accién y deteccién (por el
SNC) de la IL-1B, se decidié utilizarla como El (Demissie et al., 1996; Elmquist et al., 1997; Janz et
al., 1991; Janz et al., 1996, Konsman et al., 2000, Longo et al., 1999; Rivest et al., 2000; Shimizu et
al., 1994; Tazi et al., 1988, Vitkovic et al., 2000). Nuestros resultados del presente experimento,
podrian reflejar una mezcla de propiedades del El, el antigeno (como reto inmune) y la
dificultad de la asociacion entre estimulos que confribuyeran a no obtener la respuesta

condicionada de anticuerpos.

Para la primera condicién se propone que la IL-1 B no participa en eventos ni
induciendo moléculas inmunes que parficipen en la comunicacidén neuroinmune
involucrada en el condicionamiento de la respuesta primaria de anticuerpos a un

antigeno nuevo.
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Para la segunda condicion, se debe mencionar que el condicionamiento de
anticuerpos ha sido confirmado en sélo 4 laboratorios (Ader et al., 1993; Alvarez-Borda et
al., 1995: Madden et al., 2001), en 3 de estos se ha demostrado condicionamiento de
anficuerpos en un sélo evento de apareamiento de estimulos utilizando el antigeno HEL
(500 pg/ml) como El (Alvarez-Borda et al., 1995: Madden et al., 2001). En adicién, el efecto
encontrado es modesto (ha excepcion del primer laboratorio que lo reportd) y por otro
lado, no se ha podido condicionar el aumento de anticuerpos con ofra proteina
inmunogénica en un sdlo apareo de estimulos. Al respecto, Espinosa (2003) evaldo la
posibilidad de ufilizar ofro antigeno como El. Realizé varios experimentos utilizando el
mismo protocolo de un sdlo apareamiento entre estimulos como en Alvarez-Borda (1995)
empleando como EC sacarina (0.15 %) y KLH como El. En estos experimentos se manejé
3 intervalos de tiempo distintos entre la sesion de condicionamiento y la prueba (45, 92 y
94 dias), 2 dosis diferentes de El (50 ug/ml y 500 pg/ml) y el uso refuerzo (inyeccién del
mismo antigeno 0.021 pg, dosis subinmunogénica) durante la prueba en uno de los
experimentos. La sesién de condicionamiento consistié en exponer a los animales al EC y
al El segun el tratamiento. La prueba se realizé 45 6 92 6 94 dias después segun el
experimento y consistié en reexponer a los animales al EC, (en un experimento, todos los
animales fueron sometidos al refuerzo). No se encontrd efecto condicionado bajo

ninguna de las condiciones antes descritas.

El presente trabagjo, el segundo experimento demuestra que el antigeno (KLH) y la
dosis (50 pg/ml) utilizada es inmunogénica en concordancia con un reportes previo
(Espinosa et al., 2002), sin embargo, el efecto no es condicionado. A pesar de que el KLH
posee caracteristicas que pudieran otorgarle ventajas sobre ofre antigeno (es una
proteina estable, de gran tamafo y compleja estructura tridimensional, con menos

variacion entre individuos y se conserva mejor) (Orlova, 1997; Callahan, 2002), es posible que



estas caracteristicas pudieron contribuir a que los efectos (la respuesta de anticuerpos)
no fueran condicionados. Podria considerarse ademas, que la respuesta de anficuerpos

al KLH sea tan fuerte que no se aprecie diferencias entre grupos.

Por ofro lado, el haber utilizado el KLH como reto inmune y no como El podria haber
ocasionado un obstdculo en el desarrollo del condicionamiento.  Alvarez-Borda y
colaboradores (1995) utilizaron un fratamiento de condicionamiento clasico (sacarina
apareada con HEL durante la sesion de condicionamiento y reexposicion a la sacarina
durante la prueba). En el presente trabajo se realizé un fratamiento mas complejo con
respecto al anterior (sacarina apareada con IL-1p en la sesién de condicionamiento y
exposicion a la sacarina e inyeccion de KLH como reto inmune durante la prueba).
Partiendo del concepto de que el condicionamiento cldsico es una forma de aprendizaje
que implica la asociacion de ambos estimulos (el EC y el El) en alguna estructura del SNC
{durante la sesién de condicionamiento), tedricamente se esperaba que la exposicién al
EC (durante la prueba) fuera detectado por el SNC induciendo la respuesta
condicionada (Espinosa y Bermidez 2001). De este modo, posiblemente no se pudo
adquirir el condicionamiento porque los animales respondieron a un estimulo nuevo (en la
prueba) que no aparecié en la sesion de condicionamiento: la inyeccion de antigeno

para el reto inmune (ver esquema 5).
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Esquema 5. Posibles eventos que ocurren durante el experimento, entre el sistema inmune
y el SNC. La complejidad del tratamiento pudo haber evitado que se desarrollara el
condicionamiento. (1) El ECsepareaconel(2)El. Bajolatradiciéon de asociacién (3) se
pretende que los animales adquieran la respuesta en la sesién de condicionamiento. Durante la
prueba se expone a los animales al EC (4) donde se espera que se evoque (5) la asociacion de
estimulos que se llevo a cabo en la sesién de condicionamiento. Se suponia que esta
evocacion induciria el aumento de anticuerpos contra el KLH (6) (elementos tomados de
Schedlowski, 1999; Kehoe, 2003). Compérese con el tratamiento del experimento de Alvarez-
Borda, 1995 (Esquema 2).

Ademas de que los experimentos de condicionamiento inmune son escasos, poco
se ha hablado de la dificultad para comparar los resultados de disfintos experimentos de
condicionamiento inmune. La utilizacién de diferentes especies (variacién sistemdatica),
sexo y uso parcial de grupos control, dificultan el andlisis del fenémeno de
condicionamiento inmune (Ader, 2003: Avitsur et al., 1997). Por ofra parte, no se han
investigado los factores que modifican el condicionamiento (intervalo enfre estimulos,

tiempo de exposicion de cada estimulo, orden de exposicion de los estimulos, nimero de
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apareamientos, entre oiros) vy las _camcien‘sticos de los estimulos (saliencia, novedad,
aversividad, entre ofros) durante un condicionamiento inmune. Es necesario ahondar en
la investigacién de las cualidades de los estimulos bajo un condicionamiento inmune
(Demissie et al., 1996; Kehoe y Macrae, 2003; Plata-Salaman, 1991). Parece importante guiar
estudios para dilucidar como varia la respuesta de anticuerpos frente a distintas
concentraciones de antigeno, la discriminacién de antigenos, la ufilizacién de distintas
vias de administracion y estudios de cinética del antigeno como El durante el
condicionamiento (Ader, 2003).

Muy probablemente, a pesar que el condicionamiento inmune comparte varias
caracteristicas y factores con el condicionamiento clasico, estas no modifican de igual
manera el desarollo del condicionamiento inmune. Deben existir elementos que no
influyen de la misma manera en un condicionamiento clasico como en el

condicionamiento inmune.

Finalmente, existen 2 aproximaciones para explicar el resultado de este
experimento de condicionamiento de la respuesta de anticuerpos. Hasta ahora no se
fiene certeza de que toda funcién inmune pueda condicionarse o que este sujeta a
condicionarse bajo las mismas circunstancias experimentales que los antecedentes (un
solo apareo de estimulos)(Ader, 2003). Por ejemplo, estudios tan diversos de
condicionamiento inmune como el aumento de niveles de histamina, transplante de piel,
secrecion de proteasas y la actividad de células NK, utilizan de 3 a 5 eventos de
apareamientos enfre estimulos para obtener la respuesta condicionada (Buske-

Kirschbaum et al., 1982; Gorczynski et al., 1982; MacQueen et al., 1989; Russell et al., 1984).

También cabe la posibiidad de que el condicionamiento de la respuesta
primaria de anficuerpos sea poco robusto porque depende de varias circunstancias gue

lo hacen poco general, dificil de replicar y por lo mismo, poco relevante.
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Se necesita quizas controlar variables como el escenario, la manipulacién de los
animales, las inyecciones de los fGrmacos, entre ofros; variables que podrian formar parte
del complejo de estimulos, interfirendo asi, en el desarrollo o inhibicion de la respuesta
inmune condicionada. En suma, los resultados del presente frabajo sugieren la posibilidad
de investigar mds a fondo los factores y las caracteristicas de los estimulos que pudieran
modificar el condicionamiento inmune, cuales podrian ser los componentes y contextos
que determinan la naturaleza y existencia de este modelo, estableciendo asi la
relevancia bioloégica y potencial aplicaciéon clinica. Respecto a este dlfimo punto, existe
la posibilidad de modificar las alteraciones de la respuesta inmune mediante
condicionamiento inmune, asociando los estimulos (EC y El) en un entorno apropiado,
para inmunosuprimir (en casos de trasplante de érganos) ¢ para inmunoestimular (y
reducir la cantidad de fdrmaco requerido, minimizando la toxicidad, los efectos
secundarios y costo de los tratamientos clinicos) intentando asi, desarrollar estrategias
para uso terapéutico del condicionamiento inmune (Buske-Kirschbaum et al., 1982

Gorczynski et al., 1982; Longo et al., 1999; Olness and Ader, 1992).
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