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El efecto residual inmunosupresor de la
ciclofosfamida no es necesario para evocar
la respuesta inmunosupresora condicionada’

José Vidal Gomez
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El objetivo es comprobar si el efecto residual inmunodepresor de la ci-
clofosfamida contribuye a la evocacion de la respuesta de anticuerpos condi-
cionada. Se condicionaron ratones no consanguineos, machos, con el estimulo
condicionado sacarina al 0,15% y con el estimulo incondicionado ciclofosfa-
mida, a 50 y 250 mg/kg. A los 4 dias del condicionamiento con 50 mg/kg de
ciclofosfamida, o a los 14 dias del condicionamiento con 250 mg/kg de ciclo-
fosfamida, los ratones se inmunizaron con globulos rojos de rata y, a conti-
nuacion, bebieron la disolucion de sacarina. Se comprobo que i) la dosis mds
baja de ciclofosfamida no genero efecto residual, mientras que la dosis mas
alta si, y ii) en ningun caso, la presentacion de sacarina disminuyo la respues-
ta de anticuerpos anti-globulos rojos de rata. Se concluye que no se produjo
condicionamiento de la respuesta de anticuerpos, tanto si el efecto residual de
la ciclofosfamida estd presente, como si estd ausente.

Palabras clave: condicionamiento de aversion al sabor, inmunosupre-
sion condicionada, efecto residual de la ciclofosfamida.

The residual effect of cyclophosphamide is not required
to evoke the conditioned immune response

The goal is to find out if the residual immunodepressant effect of cyclo-
phosphamide is necessary for the conditioned antibody response to take place.
Random-bred male mice were conditioned with a 0.15% saccharin solution as
the conditioned stimulus, and with the immunosuppressant drug cyclophos-
phamide, at 50 and 250 mg/kg, as the unconditioned stimulus. Four days after
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22 Efecto residual de la ciclofosfamida

conditioning with 50 mg/kg of cyclophosphamide, or 14 days after conditioning
with 250 mg/kg thereof, mice were immunized with rat erythrocytes and thereafier
drank a saccharin solution. The results were: (i) the higher dose of cyclophos-
phamide left a residual effect, whereas the lower dose did not, and (ii) presenta-
tion of a saccharin solution did not impair the antibody response to rat eryth-
rocytes in any case. It was concluded that, regardless of the residual effect of
cyclophosphamide, conditioning of the antibody response did not occur.

Keywords: taste aversion conditioning, conditioned immunosuppres-
sion, residual effect of cyclophosphamide.

El descenso de la respuesta inmune causada por condicionamiento clasico
(inmunosupresién condicionada) fue descrito originalmente por Ader y Cohen
(1975). Estos autores emparejaron, en la rata, el sabor de sacarina con una inyeccion
de ciclofosfamida (que produce malestar gastrointestinal y reduce la produccion
de anticuerpos tras la inmunizacién); al cabo de unos dias, la presentacién de sa-
carina hizo que 1) las ratas condicionadas consumieran menos disolucion de saca-
rina (es decir, habian desarrollado aversion al sabor) y ii) las ratas condicionadas
produjeran menos anticuerpos a unas células extrafas (glébulos rojos de cordero)
inyectadas al tiempo de la ingesta de sacarina; es decir, la respuesta inmune se
habia condicionado. Estos hallazgos se han reproducido posteriormente: para una
revision, ver Ader y Cohen (1991), Ader y Cohen (1993), Ader y Cohen (2001).

El efecto supresor de la ciclofosfamida sobre la respuesta de anticuerpos dura
varios dias en funcion de la dosis administrada (efecto residual): en el ratdn, el
efecto de 50 mg/kg ya no se detecta a los 5 dias de su administracion (Kerckhaert,
Hothuis, y Willers, 1977), el efecto de 100 mg/kg se detecta a los 5 dias, pero no
a los 7 dias, de su administracion (Kerckhaert et al., 1977), el efecto de 150
mg/kg dura aproximadamente 7 dias (Many y Schwartz, 1971), y el efecto de 200
y 300 mg/kg dura mas de 7 dias (Kerckhaert ef al., 1977).

Se ha propuesto que, en roedores condicionados con sacarina como estimulo
condicionado y ciclofosfamida como estimulo incondicionado, la exposicion al
estimulo condicionado evoca la depresion de la repuesta inmune si la exposicion
ocurre mientras dura el efecto de la ciclofosfamida (Klosterhalfen y Klosterhal-
fen, 1987; Kusnecov, Husband, y King, 1988; Neveu, Crestani, y Le Moal, 1987).
Klosterhalfen y Klosterhalfen (1987) y Kusnecov et al. (1988) utilizaron, en la
rata, una dosis unica de ciclofosfamida (80 mg/kg y 50 mg/kg, respectivamente) y
expusieron las ratas condicionadas al sabor de sacarina en diferentes dias tras el
condicionamiento: solo se observo depresion condicionada de la respuesta inmune
dos dias después del condicionamiento (Kusnecov et al., 1988) o cinco dias des-
pués (Klosterhalfen y Klosterhalfen, 1987). Neveu et al. (1987) administraron, al
raton, dos dosis de ciclofosfamida (120 mg/kg o 250 mg/kg) y expusieron los
ratones condicionados al sabor de sacarina a los 19 dias del condicionamiento:
solo se observo depresion condicionada de la respuesta inmune cuando el condi-
cionamiento se hizo con la dosis de 250 mg/kg. Por todo ello, los autores anterio-
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res propusieron que la evocacion de la respuesta condicionada inmunosupresora
solo se produciria en presencia del efecto residual de la ciclofosfamida.

El objetivo de este articulo es comprobar esa hipotesis. Para ello, se intentara
condicionar los ratones con dos dosis de ciclofosfamida: una, 50 mg/kg, que ge-
nera un efecto residual de corta duracion, y otra, 250 mg/kg, que genera un efecto
residual de mas larga duracion (Kerckhaert et al., 1977). Si la hipotesis es correcta,
la presentacion de sacarina a las dos semanas del condicionamiento tendria que
evocar la respuesta inmune condicionada en el condicionamiento con la dosis alta,
pero no con la dosis baja. Los resultados de este articulo muestran que la presen-
tacion de sacarina no evoca en ningln caso la respuesta inmune condicionada.

Método
Sujetos

Se utilizaron ratones no consanguineos ICR (CD-1), machos, comprados a
Harlan Ibérica (Barcelona, Espaiia). Los ratones se alojaron en grupos de 4 o 5
por jaula hasta el comienzo del experimento. El ciclo de luz-obscuridad fue de 12
horas: el periodo de Iuz fue de las 8:00 horas a las 20:00 horas. La temperatura de
la habitacion fue de 21 + 1 °C. No hubo restriccion en el suministro de comida, y
la bebida fue restringida en los momentos que se indican mas adelante. La edad
de los ratones al comienzo de cada experimento fue de 2 meses aproximadamente.
El niimero total de ratones usados fue de 87.

El Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Barcelona
aprobo los experimentos descritos en este articulo.

Productos quimicos

Los productos siguientes se compraron a Sigma-Aldrich: sacarina sodica
hidrato y ciclofosfamida monohidrato.

Inmunizacion y medida del nivel de anticuerpos

El antigeno (la substancia que estimula la produccién de anticuerpos) fue una
suspension de globulos rojos de rata a las dosis indicadas en el texto; los globulos
rojos se obtuvieron de una rata de la cepa Long Evans.

El nivel sanguineo de anticuerpos anti-globulos rojos de rata se midi6 con la
técnica diffusion -in-gel enzyme-linked immunosorbent assay (DIG-ELISA; El-
wing, Lange, y Nygren, 1980), segiin una modificacion hecha por el autor de este
articulo (Vidal, 2002). El nivel de anticuerpos en una muestra de suero sanguineo
se expresa como la fraccion del contenido en un suero de referencia. En cada ex-
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perimento, el suero de referencia fue una mezcla de sueros de ratones no inyecta-
dos con ciclofosfamida (grupo placebo que se describe en la seccion siguiente).

Procedimiento

Cuando se utilizo6 la dosis de ciclofosfamida de 250 mg/kg, el procedimiento
fue: se alojaron los ratones individualmente (un raton por jaula) y se asignaron al
azar a cuatro grupos: condicionado (n=12), no contingente (n=10), placebo (n=10),
e incondicionado (n=10). En el dia 0, se instaur6 un protocolo de restriccion de
agua: el agua estuvo disponible solo durante 30 minutos por la mafiana (de 11:00
a 11:30 horas) y durante 30 minutos por la tarde (de 17:30 a 18:00 horas). Se midio
el consumo de agua durante tres dias (linea base); después, el agua estuvo dispo-
nible ad libitum hasta el dia anterior al condicionamiento. La fase de condiciona-
miento duré dos dias: en el primer dia, los ratones del grupo no contingente bebie-
ron una disolucion de sacarina al 0,15% (peso/volumen), mientras que los demas
ratones bebieron agua; en el segundo dia de condicionamiento, los ratones de los
grupos condicionado y placebo bebieron sacarina al 0,15%, mientras que los rato-
nes de los grupos no contingente e incondicionado bebieron agua. A los 30 minutos
después de beber, los ratones de los grupos condicionado y no contingente fueron
inyectados intraperitonealmente (ip.) con ciclofosfamida, 250 mg/kg, mientras que
los otros ratones recibieron una inyeccion ip. de suero fisiologico. A partir de en-
tonces, el agua estuvo disponible ad libitum hasta el dia anterior a la fase de prue-
ba (dia 13 después del segundo dia de condicionamiento). La fase de prueba dur6
dos dias: en el primer dia, se inmunizaron todos los ratones con globulos rojos de
rata (1,1x10® por raton, ip.) y, a los 15 minutos, los ratones de los grupos condicio-
nado, no contingente, y placebo bebieron sacarina al 0,15% durante 30 minutos,
mientras que los ratones del grupo incondicionado bebieron agua durante 30 mi-
nutos. A los 15 minutos del final de la bebida, los ratones del grupo incondiciona-
do fueron inyectados ip. con ciclofosfamida, 250 mg/kg, y los ratones restantes
fueron inyectados ip. con suero fisioldgico. En el segundo dia de la fase de prueba
(dos dias después de la inmunizacion), los ratones del grupo incondicionado be-
bieron agua durante 30 min, mientras que el resto de los ratones bebid sacarina al
0,15%; a continuacion, todos los ratones fueron inyectados ip. con suero fisiologico.
El agua de bebida estuvo disponible ad libitum durante el resto del experimento.
El nivel de anticuerpos de clase IgM anti-globulos rojos de rata se midid a los 6
dias de la inmunizacion. La bebida de sacarina tuvo lugar por la mafiana. La tabla
1 (ver pagina siguiente) resume este protocolo.

Cuando se utiliz6 la dosis de ciclofosfamida de 50 mg/kg, el protocolo fue
analogo al protocolo descrito, con la diferencia de que el intervalo entre el final
del condicionamiento y la inmunizacion fue de 4 dias (en vez de 14 dias). La do-
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sis de globulos rojos inyectada fue de 1,71x10® por raton. El niumero de ratones en
cada grupo fue: condicionado (n=16), no contingente (n=14), y placebo (n=15).

El consumo de liquido se midié como la diferencia de peso de la botella an-
tes y después de la bebida.

TABLA 1. PROTOCOLO DE CONDICIONAMIENTO Y PRUEBA

L. . Inmunizacion y 20 dia
Basal Condicionamiento B
1er dia de prueba de prueba
Grupo Dias 1-3  Dia 7 Dia 8 Dias 9-21 Dia 22 Dia 24
(*)
condicionado agua agua  sac-ciclo agua eritrocitos-sac- sac-sal
salino
no contingente  agua sac agua-ciclo agua eritrocitos-sac- sac-sal
salino
placebo agua agua  sac-sal agua eritrocitos-sac- sac-sal
salino
incondicionado  agua agua  agua-sal agua eritrocitos-agua-  agua-sal
ciclo

(*) Para ciclofosfamida, 50 mg/kg, el intervalo entre el condicionamiento y la inmunizacion es de 4 dias, la
inmunizacion ocurre al dia 12, y el segundo dia de prueba es el dia 14.

Sal: suero fisiologico. Sac: sacarina al 0.15% (peso: volumen). Eritrocitos: glébulos rojos de rata, ip., 1,1x10° por
ratén, si la dosis de ciclofosfamida es 250 mg/kg, o 1,7x10® por ratén si la dosis de ciclofosfamida es 50 mg/kg.
Ciclo: ciclofosfamida, 50 o 250 mg/kg, ip.

Tratamiento estadistico

Cada experimento se analizé mediante un analisis de la varianza que incluy6
los grupos condicionado, no contingente, y placebo. [Se excluyo el grupo incon-
dicionado porque su desviacion tipica era muy pequefia y hacia la prueba de ho-
mocedasticidad significativa (pruebas de Cochran y Hartley; p<0.01)]. Tras el
analisis de la varianza, se llevaron a cabo los contrastes siguientes:

1. Cuando la variable dependiente era disolucion de sacarina consumida en el
dia de la inmunizacion, el contraste fue "grupo no contingente menos grupo pla-
cebo" (este contraste estima la magnitud del condicionamiento de aversion al
sabor).

2. Cuando la variable dependiente era anticuerpos anti-globulos rojos de rata,
el contraste era "grupo placebo menos grupo no contingente" (este contraste esti-
ma la magnitud del efecto residual de la ciclofosfamida).
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3. Cuando la variable dependiente era anticuerpos anti-globulos rojos de rata,
el contraste era "grupo no contingente menos grupo condicionado"” (este contraste
estima la magnitud del condicionamiento de la respuesta inmune).

Cada contraste se indica como la diferencia de las medias + su error tipico y,
en corchetes, su intervalo de confianza del 95%.

Como tamafio del efecto estandarizado se utilizo el indice d de Cohen (Kline,
2004; Rosenthal y Rubin, 1982).

Se utilizé el paquete estadistico Statistica, version 6.0 (Statsoft, Tulsa, Okla-
homa).

Resultados
Experimento con ciclofosfamida a 250 mg/kg

Los objetivos de este experimento fueron i) comprobar si una dosis alta de
ciclofosfamida (250 mg/kg) era inmunosupresora 14 dias después de su adminis-
tracion (efecto residual), y ii) si la exposicion a la sacarina 14 dias tras el empare-
jamiento sacarina-ciclofosfamida evocaba un descenso de la respuesta de anti-
cuerpos.

El primer objetivo (efecto residual) se comprob6 mediante el contraste "nivel
de anticuerpos del grupo placebo - nivel de anticuerpos del grupo no contingente"
(figura 1B): el contraste (media + error tipico [intervalo de confianza del 95%]) es
0,52 + 0,25 [0,02; 1,03]; este contraste es estadisticamente significativo
t(29)=2,13; p=0,04. El tamaiio del efecto estandarizado es (d de Cohen =+ error
tipico [intervalo de confianza del 95%]) 0,91 + 0,47 [0,00; 1,84]. Por tanto, se
detecta un efecto residual de la ciclofosfamida.

El segundo objetivo (evocacion de la respuesta de anticuerpos condicionada)
se comprob6 mediante el contraste "nivel de anticuerpos del grupo no contingente
- nivel de anticuerpos del grupo condicionado" (figura 1B): el contraste es -0,04 £
0,23 [-0,52; 0,44]. La magnitud de este contraste es muy pequefia y no es estadis-
ticamente significativa (p=0,87); por tanto, no hay evidencia de que se haya evo-
cado la respuesta condicionada.

El emparejamiento de la ciclofosfamida con el sabor de sacarina generd aver-
sion al sabor: el contraste "cantidad de sacarina consumida en el dia de la inmuniza-
cion por el grupo no contingente - cantidad de sacarina consumida en el dia de la
inmunizacion por el grupo condicionado" (figura 1A) es 1,57 + 0,21 [1,14; 2,00];
este contraste es estadisticamente significativo t(29)=7,45; p<0,000001. EI tama-
fio del efecto estandarizado (indice d de Cohen) es 3,27 = 0,67 [1,96; 4,59].
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Figural. Experlmento con czclofosfamzda a 250 mg/kg. El condicionamiento ocurrio en los dias
7y 8, la inmunizacion (con 1,1x10° eritrocitos de rata por ratén) en el dia 22, y la prueba de
aversion al sabor en los dias 22 y 24. Liquido consumido en la prueba de aversion al sabor:
sacarina al 0,15%. La medida del nivel de anticuerpos se hizo a los 6 dias de la inmunizacion.
Las barras de error son intervalos de confianza del 95%. Numero de ratones: n (condiciona-
do) = 12, n (no contingente) = 10, n (placebo) = 10, n (incondicionado) = 10.

Experimento con ciclofosfamida a 50 mg/kg

Los objetivos de este experimento son los mismos objetivos del experimento
con la dosis de 250 mg/kg de ciclofosfamida. No se detecta efecto residual de la
ciclofosfamida porque el nivel medio de anticuerpos del grupo placebo es inferior
o igual al nivel medio del grupo no contingente (figura 2B): si hubiera efecto resi-
dual, el nivel de anticuerpos del grupo placebo seria mayor. En cuanto al segundo
objetivo (evocacion de la respuesta de anticuerpos condicionada), el contraste
"nivel de anticuerpos del grupo no contingente - nivel de anticuerpos del grupo
condicionado" es 0,82 £ 0,49 [-0,19; 1,82]; este contraste no alcanza significacion
estadistica t(28)=1,67; p=0,11. El tamafio del efecto estandarizado (indice d de
Cohen) es 0,61 £+ 0,37 [-0,12; 1,34]. Por tanto, el nivel de anticuerpos del grupo
no contingente puede ser mayor, igual, o menor que el nivel del grupo condicio-
nado; asi pues, los datos no aportan evidencia de que se haya evocado una res-
puesta condicionada inmunosupresora.

La figura 2B no muestra el efecto inmunosupresor de una inyeccion de 50
mg/kg de ciclofosfamida (respuesta incondicionada). Esto se comprobd en un
experimento adicional: un grupo de 5 ratones recibi6é una inyecci(')n ip. de ciclo-
fosfamida (50 rng/kg) y otro grupo de 6 ratones fue 1nyectad0 ip. con suero fisio-
l6gico. Se inmunizaron todos los ratones con 1,5x10% globulos rojos de rata. A los
6 dias de la inmunizacion, los niveles de anticuerpos de ambos grupos (media =+
error tipico) fueron: grupo control: 1,72 £ 0,44; grupo ciclofosfamida: 0,45 =+
0,17. La diferencia es 1,27 = 0,51 [0,11; 2,41], y es estadisticamente significativa
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t(9)=2,49; p=0,034. Por tanto, una inyeccion de 50 mg/kg de ciclofosfamida redu-
ce la respuesta de anticuerpos.

El emparejamiento de la ciclofosfamida con el sabor de sacarina generd
aversion al sabor: el contraste "cantidad de sacarina consumida en el dia de la
inmunizacion por el grupo no contingente - cantidad de sacarina consumida en el
dia de la inmunizacion por el grupo condicionado" (figura 2A) es 1,09 + 0,20
[0,69; 1,49]; este contraste es estadisticamente significativo t(42)=5,50;
p=0,000002. El tamafio del efecto estandarizado (indice d de Cohen) es 2,16 +
0,47 [1,25; 3,08].
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Figura 2. Experimento con cicqubifizmida a 50 mg/kg. El condicionamiento ocurrio en los dias 7
v 8, la inmunizacion (con 1,7x10° eritrocitos de rata por raton) en el dia 12, y la prueba de
aversion al sabor en los dias 12 y 14. Liquido consumido en la prueba de aversion al sabor:
sacarina al 0,15%. La medida del nivel de anticuerpos se hizo a los 6 dias de la inmunizacion.
Las barras de error son intervalos de confianza del 95%. Numero de ratones: n (condiciona-
do) = 16, n (no contingente) = 14, n (placebo) = 15.

Discusion

En el caso del condicionamiento clasico de la respuesta inmune, cuando se
utiliza la ciclofosfamida como estimulo incondicionado, se ha propuesto que la
exposicion al estimulo condicionado desencadena la respuesta condicionada
mientras dura el efecto de la ciclofosfamida (Klosterhalfen y Klosterhalfen, 1987;
Kusnecov et al., 1988; Neveu et al., 1987). Esta hipotesis puede comprobarse de
dos formas: 1) extender el tiempo entre las fases de condicionamiento y de prueba,
a fin de que se desvanezca el efecto de la ciclofosfamida (Klosterhalfen y Klos-
terhalfen, 1987; Kusnecov et al., 1988), o ii) utilizar una dosis baja de ciclofosfa-
mida, a fin de que su efecto desaparezca pronto (Neveu ef al., 1987). En esta in-
vestigacion se ha utilizado el segundo procedimiento, pero los resultados no
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confirman la necesidad del efecto residual de la ciclofosfamida, ya que una dosis
de 250 mg/kg mantiene un efecto residual inmunosupresor a los 14 dias de su
aplicacion (Resultados y figura 1B, grupos placebo vs. no contingente), pero no se
aprecia una respuesta condicionada inmunosupresora (Resultados y figura 1B,
grupos condicionado vs. no contingente).

Hay evidencia indirecta de que el efecto residual de la ciclofosfamida no
parece necesario para que el estimulo condicionado evoque la respuesta inmune
condicionada:

1. La evocacion de la respuesta inmunosupresora condicionada ocurre en
ausencia del efecto residual de la ciclofosfamida (Bovbjerg, Ader y Cohen, 1982;
McCoy, Roszman, Miller, Kelley y Titus, 1986; Morato, Gerbase-Del.ima y
Gorczynski, 1997).

2. La respuesta inmunosupresora condicionada no se evoca en presencia del
efecto residual de la ciclofosfamida (Schulze, Benson, Paule y Roberts, 1988).

3. En presencia del efecto residual de la ciclofosfamida, el estimulo condi-
cionado evoca una respuesta inmune condicionada compensatoria (la respuesta
del grupo condicionado es mayor que la respuesta del grupo no contingente)
(MacQueen, Siegel, y Landry, 1990).

4. La generacion por el estimulo condicionado de una respuesta inmune alte-
rada, solo mientras dura el efecto del estimulo incondicionado, no tiene valor
adaptativo.

Los resultados de este articulo difieren en un aspecto de la mayoria de los
resultados publicados: el emparejamiento del sabor de sacarina con ciclofosfami-
da, a 50 0 250 mg/kg, no ha producido descenso condicionado de la respuesta de
anticuerpos (figuras 1B y 2B: grupos condicionado vs. no contingente; Resulta-
dos). Aunque estos son resultados negativos, hay que tener en cuenta lo siguiente:

1. El estimulo incondicionado y la respuesta incondicionada estan presentes,
porque la ciclofosfamida per se disminuye la respuesta de anticuerpos (grupos
placebo vs. incondicionado en la figura 1B, y efecto de una dosis de 50 mg/kg en
Resultados).

2. Ambas dosis de ciclofosfamida han originado aversion condicionada al
sabor (grupos no contingente vs. condicionado al dia 22, figura 1A, o al dia 12,
figura 2A).

Por tanto, parece que la incapacidad de la sacarina para disminuir la produc-
cion de anticuerpos en ratones condicionados es real. De hecho, el autor de este
articulo no ha podido alterar la respuesta de anticuerpos por condicionamiento
clasico (Vidal y Chamizo, 2009): en ese articulo, se describen varios intentos de
alterar la respuesta de anticuerpos por condicionamiento; en cada intento, la dife-
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rencia entre la respuesta del grupo condicionado y la del grupo no contingente
oscila alrededor de cero, es pequefia, y no alcanza significacion estadistica; por
tanto, la media ponderada de las diferencias es proxima a cero.

El autor de este articulo no tiene una explicacion clara de por qué la altera-
cion de la respuesta de anticuerpos por condicionamiento clasico es irreproduci-
ble. Dos razones posibles podrian ser las siguientes:

1. El raton no asocia el sabor de la sacarina con el descenso de la inmunidad
(Vidal, 2011), por lo que no se produce condicionamiento inmunosupresor.

2. El descenso condicionado de la inmunidad seria contraproducente, ya que
aumentaria la probabilidad de una infeccion (Hinson, 1985; Revusky, 1985).
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