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RESUMEN

La respuesta al estrés esta controlada por el sistema nervioso central (SNC) y la
coordinacion que éste ejerce sobre los tres sistemas encargados de mantener la homeostasis:
autonomo, endocrino e inmune. El principal efector de la respuesta al estrés es el eje
hipotalamo-hipofisis-glandulas suprarrenales (HHA). Recientemente se ha demostrado que
en condiciones de estrés se modifica la expresion y concentracion de SIgA en intestino
delgado, lo cual ha sido atribuido a factores como los glucocorticoides y las catecolaminas;

sin embargo poco se sabe respecto a la respuesta del estrés en intestino grueso.

En el presente estudio, se propuso determinar el efecto del estrés agudo inducido
por inmovilizacidn sobre la produccion basal de IgA en intestino grueso en ratones machos
BALBY/c. Para lo cual se determind la concentracion de corticosterona en suero mediante
RIA, la concentracion de SIgA en liquido intestinal mediante ELISA, el porcentaje de
linfocitos T CD4*, T CDS8", linfocitos B, células plasmaticas productoras de IgA, y la
expresion de citocinas intracelulares (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) por citometria de flujo. Se
consideraron dos grupos de estudio: 1) ratones a los cuales se les aplicé un protocolo de
estrés agudo por inmovilizacion durante una hora. 2) ratones sin protocolo de estrés,

considerado el grupo control.

Los resultados mostraron un aumento considerable en los niveles de corticosterona
sérica por efecto directo del estrés al estimular el eje hipotadlamo-hipofisis-glandula
suprarrenal; asi como un incremento en la concentracion de SIgA en liquido intestinal
debido a las citocinas relacionadas con la sintesis de IgA como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.
Con respecto a las poblaciones celulares estas mostraron un aumento en el porcentaje de
linfocitos B y células plasmadticas positivas para IgA; posiblemente por el efecto de los

glucocorticoides y las catecolaminas sobre las células del sistema inmune.

Finalmente se concluye que los glucocorticoides y catecolaminas aumentan las
concentraciones de SIgA en intestino grueso actuando de forma directa sobre el
funcionamiento de las células inmunes, al acoplarse a sus receptores especificos y
modificando la produccién de citocinas necesarias para la maduracion y movilizacién de

los linfocitos y otras células inmunitarias.

Vil



INTRODUCCION
1.0. Estreés

El término Estrés se deriva del griego stringere, que significa provocar tension. La
palabra se uso6 por primera vez probablemente al rededor del siglo XIV. Aunque el término
y sus derivados han existido durante siglos.

El termino estrés se ha descrito como un estimulo aversivo que altera la homeostasis.
Las fuerzas que causan esta alteracion se conocen como estresores, mientras que los
mecanismos que se activan para neutralizar estos efectos y restablecer la homeostasis son
conocidos como respuestas adaptativas (Chrousos y Gold, 1992).

La teoria contemporanea en la biologia del estrés conceptualiza un mecanismo
integrado por estructuras que provocan cambios conductuales, fisioldgicos y bioquimicos
dirigidos al mantenimiento de la homeostasis. La respuesta del organismo durante el estrés
tiene componentes autdbnomos y endocrinos que involucran al sistema nervioso central, el
sistema nervioso simpatico y el eje hipotdlamo- hipdfisis- corteza suprarrenal, los cuales

actiian coordinadamente para regular las funciones de los organismos (Gold ef a/, 1988).

1.1. Clasificacion de los estresores

La respuesta al estrés depende de la calidad, de la intensidad y de la duracion del
estimulo, asi como de la constitucion y estado del organismo (De Wied, 1980).

Los distintos tipos de estrés pueden asociarse y ordenarse en funcion a criterios de
duracion, los cuales podemos clasificar como:
Estrés agudo: surge de un estimulo tnico, limitado en tiempo, que da como resultado una
respuesta intensa y rapida.
Estrés cronico: Aparece a lo largo de periodos prolongados de tiempo, de manera
recurrente, continua, y no necesariamente intensa, pero exigiendo una adaptacioén
permanente, surge por una exposicion constante a factores estresantes externos o por una

prolongada respuesta al estrés (Rabinovich, 2004).



1.2. Fisiologia del estrés (Eje- hipotalamo-hipofisis- adrenal)

La respuesta al estrés estd controlada por el sistema nervioso central (SNC) y la

coordinacién que éste ejerce sobre los tres sistemas encargados de mantener la homeostasis:
auténomo, endocrino e inmune. El principal efector de la respuesta al estrés es el eje
hipotalamo-hipoéfisis-glandulas suprarrenales (HHA).
Inicialmente, en respuesta a distintos agentes estresantes, se producen sefiales de activacion
procedentes de distintas estructuras cerebrales, que convergen en un grupo de neuronas
parvocelulares del ntcleo paraventricular del hipotalamo. Estas hormonas sintetizan la
hormona liberadora de corticotropina (CRH, del inglés corticotropin- releasing hormone).
La CRH llega a la adenohipofisis y estimula a las células corticotropicas, que sintetizan y
liberan a la circulacion sanguinea a la hormona adenocorticotropa o corticotropina (ACTH,
del inglés adrenocorticotropin hormone).

Por otra parte, junto a la liberacién de CRH, también se puede producir la activacion
de neuronas magnocelulares del hipotalamo. Estas neuronas sintetizan otras hormonas,
como la vasopresina y la oxitocina. Una vez secretada la vasopresina y la oxitocina en la
neurohipofisis, esta potenciara el efecto de la CRH sobre la hipdfisis anterior. Una vez
secretada la ACTH a la circulacion sanguinea, esta hormona activa la captacion de glucosa
en el musculo esquelético y al llegar a las glandulas adrenales, estimula la produccion y
liberacion de los glucocorticoides.

Por tanto, la activacion del eje HHA tiene como consecuencia final la secrecion de
glucocorticoides y se considera que estos se encuentran entre los principales mediadores de
los efectos inmunosupresores que producen muchas situaciones de estrés como se aprecia

en la figura 1 (Sandi et al. 2001).
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Figura 1. Eje hipotalamo- hipofisis- glandula suprarrenal. En respuesta al estrés, el hipotalamo (H)
libera CRF en la pituitaria anterior (P), causando la liberacion de la hormona ACTH al torrente sanguineo.
La ACTH estimula la generacion de glucocorticoides (cortisol en seres humanos y corticosterona en ratones)
en la corteza de la glandula suprarrenal (A). El estrés también activa el sistema nervioso simpatico en la
médula de la glandula suprarrenal para provocar la produccion de catecolaminas, norepinefrina y epinefrina,
que son liberadas en sangre. Los Glucocorticoides y catecolaminas influyen en la generacion de interleucinas,
que estan implicadas en la viabilidad y la proliferacion de las células inmunocompetentes del intestino

(Tomado de Campos-Rodriguez ef al. 2013).




Las hormonas hipotalamicas e hipofisarias del eje HHA tienen propiedades
inmunopotenciadoras y proinflamatorias. Asi, los glucocorticoides influencian en el transito
de leucocitos y otras células del sistema inmune. Citocinas como el factor de necrosis
tumoral a, la interleucina-1, interleucina-2 y la interleucina-6, producidas por macroéfagos y
linfocitos durante el estrés, son conocidos activadores del eje HHA, afectdndose en

consecuencia la produccion de los diferentes mediadores (Arbo y Santos, 2005).

1.3. Catecolaminas.

La medula adrenal forma entre el 10-2% del volumen total de la glandula adrenal, y esta

constituida principalmente por las células cromafines (CCs). Las CCs son células
neuroendocrinas que han sido nombradas asi debido a que pueden ser visualizadas por
medio de tinciones con sales de cromo. Estas sales oxidan y polimerizan las dos principales
catecolaminas (CA) presentes en la medula adrenal (adrenalina y noradrenalina)
La medula adrenal se considera como un ganglio simpatico modificado cuyos cuerpos
celulares no inervan directamente a un tejido blanco, en cambio, liberan por oxocitosis las
CA al torrente sanguineo en respuesta a la estimulacion del Sistema Nervioso Simpatico
(SNS) (Landsberg y Young 1992).

Las dos principales CA secretadas por las células cromafines de la medula adrenal
son la adrenalina y la noradrenalina. La adrenalina es la catecolamina que predomina
siendo secretada por la medula adrenal en un 80%, mientras que en un 20% lo constituye la
noradrenalina (Young 2003).

Las CA son las responsables de preparar al individuo ante situaciones de
emergencia (estrés), siendo responsables de los ajustes homeostaticos rapidos y de corto
plazo, sus acciones impactan al nivel cardiovascular, respiratorio y en la secrecion

hormonal de los otros ejes endocrinos (Guyton, 2006).

El SNS incluye un componente neuronal que regula la inmunidad de forma regional a
través de la inervacion de los drganos inmunes y la secrecion de noradrenalina, y un
componente hormonal que regula la inmunidad de forma sistémica a través de la secrecion
de adrenalina por parte de la médula de la glandula suprarrenal. Algunas caracteristicas de

las CA son las siguientes:



v" Noradrenalina.- Es el neurotransmisor primario del SNS. Es una amina biogénica
derivada de la tirosina y su metabolito, la dopamina, es convertida a la
noradrenalina por la enzima -hidroxilasa.

v Adrenalina.- Es un neurotransmisor del SNS. Es una amina biogénica derivada de la
tirosina y su metabolito, la dopamina; es convertida a adrenalina por la
noradrenalina mediante la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa. (Sternberg,

2006).

1.3.1. Receptores a y 3 adrenérgicos

Las CA adrenalina y noradrenalina modulan el funcionamiento del sistema inmune a
través de sus receptores 3 localizados en todos los 6rganos inmunes y en los linfocitos T y

B, las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), los monocitos y macrofagos.

Los efectos biologicos de las CA en los organos efectores son mediados por los
receptores adrenérgicos de los cuales existen dos familias: los alfa y los beta. Se ha descrito
dos subgrupos de receptores alfa (ol y a2) y los dos subgrupos de beta (f1 y B2). Los
receptores adrenérgicos estan acoplados a receptores de la familia de las proteinas G. la
familia de los receptores o son activados de manera no selectiva por adrenalina y
noradrenalina produciendo de manera general vasoconstriccion, mientras que los receptores
B tienen mayor afinidad por la adrenalina y regulan la estimulacion cardiaca, la

broncodilatacion y la vasodilatacion (Kvetnansky 2009).



1.4. Glucocorticoides

El eje hipolamo-pituitario adrenal (HPA) se activa en respuesta al estrés liberando CRH
por el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), esto estimula a la P para secretar
ACTH en la circulacién, esto finalmente, induce a las glandulas suprarrenales para
sintetizar y secretar glucocorticoides. Los glucocorticoides son un tipo de hormonas
esteroides que se sintetizan, principalmente, en la capa fascicular de la corteza de las
glandulas adrenales a partir del colesterol, que procede en su mayor parte de la circulacion
sanguinea. En humanos el principal glucocorticoide es el cortisol, mientras que en distintos
animales de experimentacion, como la rata, el raton, o los pollos, es la corticosterona

El cortisol, reune casi el 95% de la actividad glucocorticoide, aunque también posee

una actividad mineralocorticoide minima (Webster, ef a/2002).
1.4.1. Receptores de los Glucocorticoides

Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides, uno de alta afinidad
llamado receptor de mineralocorticoides (MR) o tipo 1. Esta clase de receptor se encuentra
mayoritariamente en las acciones del eje HHA. El otro tipo de receptor es el llamado
receptor glucocorticoide (GR) o tipo II. Este receptor GR tiene una afinidad por la
corticosterona entre 6 y 10 veces menor que el receptor MR, por lo que solo es ocupado en
situaciones en las que aumentan mucho los niveles de glucocorticoides, como ocurre en una

situacion de estrés (Gomez ef al. 2007).



1.5. Estres y sistema inmunologico

El sistema nervioso autéonomo en su division simpdtica es otro efector de la
respuesta al estrés. La exposicion del organismo a condiciones adversas genera activacion
de las neuronas preganglionares simpaticas y liberacion de noradrenalina por las neuronas
posganglionares simpaticas. Asimismo, la activacion simpatica estimula a las células
cromafines de la médula de las glandulas suprarrenales a que secreten adrenalina al torrente
sanguineo. La adrenalina aumenta las tasas cardiaca y respiratoria y el flujo sanguineo a los
musculos. Ambos tipos hormonales, glucocorticoides y catecolaminas, liberados durante la
exposicion del organismo al estrés, ejercen funciones inmunomoduladoras, con lo que
contribuyen a regular el funcionamiento del tercer efector de la respuesta al estrés, el
sistema inmunologico.

Los principales mediadores de los efectos inmunomoduladores del estrés,
glucocorticoides y las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina, ejercen influencia directa
sobre el funcionamiento de las células inmunes al acoplarse a sus receptores especificos,
localizados en el citoplasma y membrana celular, respectivamente; y también ejercen
efectos indirectos al alterar la produccion de citocinas como la IL-4, IL-5, IL-6 e 1L-10,
todas necesarias para la maduracion y movilizacion de los linfocitos y otras células
inmunitarias. Los 6rganos linfoides primarios y secundarios, asi como los siguientes tipos
celulares: linfocitos T y B, neurotréfilos, monocitos y macrofagos, poseen receptores tipo
II-glucocorticoide para las hormonas corticoesteroideas.

Los glucocorticoides, al acoplarse a sus receptores citoplasmicos en las células del
sistema inmune, se traslocan al nucleo y funcionan como factores de la transcripcion para
numerosas proteinas sintetizadas por linfocitos, macrofagos y otros tipos celulares del
sistema inmune; entre las proteinas, cuyos genes poseen elementos de respuesta a los
glucocorticoides, se encuentran las citocinas y los receptores y antigenos de superficie de
las células inmunolégicas.

Las catecolaminas adrenalina y noradrenalina modulan el funcionamiento del sistema
inmune a través de sus receptores B localizados en todos los 6rganos inmunes y en los
linfocitos T y B, las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), los monocitos
y macrofagos. El sistema nervioso auténomo, en su division simpatica, inerva la red
vascular y parénquima de los érganos linfoides primarios, como la médula 6sea y el timo, y
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también inerva a los organos linfoides secundarios, el bazo, los ganglios linfaticos y el
tejido linfoide asociado a la mucosa pulmonar y al intestino. Las fibras del sistema nervioso
simpatico arborizan dentro de compartimentos especificos en los 6rganos linfaticos, en la
vaina periarteriolar linfatica y seno marginal de la pulpa blanca del bazo y en los cordones
medulares, corteza y paracorteza de los ganglios linfaticos; y establecen contactos,
similares a sinapsis neurona-neurona, con células inmunes como linfocitos T, granulocitos,
macrofagos y NK. La inervacion simpatica de los 6rganos del sistema inmune promueve la
maduracion y movilizaciéon de los linfocitos, timocitos, células asesinas naturales y
granulocitos en condiciones normales y durante infeccion del organismo (Gémez y Escobar

2006).

1.6. Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)

Dentro del sistema inmunitario es posible distinguir una serie de compartimentos

distintos desde el punto de vista anatdmico, cada uno de los cuales estd adaptado en general
para generar una respuesta a antigenos encontrados en un grupo particular de tejido.
El tejido linfoide asociado a mucosas méas cominmente conocido como MALT por sus
siglas en inglés: mucosa-associated linphoyd tissue, es un conjunto de tejidos, similares que
se encuentran representados en o6rganos conformados por superficies mucosas (Murphy et
al. 2008).

El tejido linfoide asociado a las mucosas representa un sistema altamente
compartimentalizado que funciona independientemente del aparato inmune sistémico,
incluye el tejido linfoide asociado a intestino (GALT), al tejido linfoide asociado a
nasofaringe (NALT) y el tejido linfoide asociado a bronquios (BALT).

Esta constituido por formaciones o microcompartimentos linfoides como:

e placas de Peyer en intestino delgado

e Apéndice

e Foliculos asociados en el intestino grueso

e Amigdalas

e Gran numero de acumulaciones difusas de células linfoides en el parénquima de

organos mucosos y glandulas exoticas (Rabinovich 2004).



Desde el punto de vista fisiologico, y la magnitud de la exposicion a antigenos, el
sistema inmunitario de las mucosas forma la parte de mayor tamafio de los tejidos
inmunitarios del organismo; contiene casi tres cuartas partes de los linfocitos, y produce
casi toda la inmunoglobulina en individuos sanos. En comparacién con los ganglios
linfaticos y el bazo, el sistema inmunitario de las mucosas tiene muchas caracteristicas

diferenciales como:

Cuadro 1. Caracteristicas MALT ( Tomado de Murphy et al 2008)

o Interacciones intimas entre epitelios de mucosas y tejidos linfoides.

o Compartimentos separados de tejido linfoide difuso y estructuras

o mas organizadas, como placas de Peyer, foliculos linfoides aislados

anatomicas y amigdalas‘

o Mecanismos especializados para la captacion de antigenos, como
células M en placas de Peyer, adenoides y amigdalas.

Caracteristicas

Mecanismos o Las células T activadas/ de memoria predominan incluso en
usencia de infeccion.

o Células T efectoras/ reguladas “naturales” activadas de manera
inespecifica presentes.

efectores

Ambiente o Predomina la regulacion descendente activa de respuestas
inmunitarias (p.¢j., a alimentos y otros antigenos inocuos).

o Macrofagos inhibidores y células dendriticas inductoras de
tolerancia.

inmunorregulador

El sistema inmunoldgico de mucosas es un elemento esencial para la induccién y
mantenimiento de una apropiada respuesta inmune en las mucosas, estd constituida, por
sitios inductores y sitios efectores, donde los antigenos son captados, procesados y
subsecuentemente representados a células inmunocompetentes de las mucosas, resultando

en una produccion de IgA secretora (SIgA) en los sitios efectores (Bellanti ef al 2008).

1.7. Tejido linfoide asociado a intestino (GALT)

El intestino se halla expuesto constantemente a una elevada carga antigénica procedente
de la dieta y de bacterias comensales. El GALT constituye la parte mas extensa y compleja
del sistema inmunitario y es capaz de discriminar de forma eficaz entre patdgenos invasivos
y antigenos inocuos. El conocimiento de su particular subdivision en tejidos organizados,
como sitios inductores de la respuesta inmunitaria (placas de Peyer, ganglios linfaticos

mesentéricos), y tejido difuso, efector de la respuesta inmunitaria (linfocitos intraepiteliales



y linfocitos de lamina propia), nos permite comprender como se desarrolla y regula la

respuesta inmunitaria en el intestino (Puig y Pérez 2008).

El GALT estd formado por cumulos de linfocitos en diferentes sitios del aparato
digestivo como las placas de Peyer (PP) en intestino delgado, que son sitios inductores de
linfocitos T y B. Se ha descrito una estructura equivalente en su composicion y arquitectura
a las PP en intestino grueso: los foliculos linfoides solitarios, que son mucho mas pequefios
que las PP, pues miden aproximadamente 200mm, en comparacioén a las PP de 3mm de
didmetro, sin embargo, al igual que las PP se relacionan con el epitelio asociado a foliculos
y con grandes areas de linfocitos B que incluyen centros germinales donde se lleva a cabo
la proliferacion clonar de los linfocitos B y aunque no posee regiones interfoliculares ricas
en linfocitos T, estos ultimos si estan presentes. Esto sugiere que los foliculos linfoides
solitarios son sitios alternativos de induccién de respuestas inmunoldgicas de mucosas

(Bellanti et al. 2008).

1.8. Sitios inductores y efectores

En la mucosa gastrointestinal existen sitios especiales para la estimulacion de la
respuesta inmune, llamados sitios inductores, y otros en donde se desarrolla la funcion

inmune, denominados sitios efectores.

Las PP intestinales son los sitios inductores reconocidos del GALT. En el epitelio
de esas placas existen células especializadas (células M) que se encargan de “muestrear” el
contenido del tracto intestinal. Por debajo de ese epitelio se encuentran abundantes células
dendriticas (DC), con capacidad fagocitica, que expresan en su superficie moléculas
especiales, denominadas clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC-II),
que las capacita como células presentadoras de antigeno (APC). Después de captar los
antigenos, esas células los procesan intracelularmente y migran hacia el interior de las PP
para interactuar con los linfocitos T (células inductoras de la respuesta inmune)
presentandoles esos antigenos, ya procesados en la molécula MHC-II, para iniciar la
respuesta inmune. Una vez realizada la activacion, los linfocitos T y los B (productores de
los anticuerpos), especificos contra el antigeno (Ag), proliferan y abandonan el sitio
inductor a través de la linfa llegando a los ganglios linfaticos regionales (mesentéricos). De
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ahi viajan a través de la sangre y llegan a las otras mucosas del organismo que les
permitiran alcanzar sitios lejanos como la glandula mamaria y los tractos respiratorio y

genitourinario.

Finalmente, la mayoria de esas cé€lulas llegan a la lamina propia (LP) intestinal a través
de este mecanismo de recirculacion de células, conocido como ecotaxia (homing), mediado
por moléculas que se expresan en la superficie de los linfocitos mucosales y el endotelio
alto de las vénulas sanguineas de las mucosas. Las células activadas llegan a las mucosas
para su diferenciacion final y se convierten en células efectoras, ya sea células plasmaticas
productoras de anticuerpos en el caso de los linfocitos B o células productoras de citocinas
en el caso de los linfocitos T. Los lugares de la mucosa que alojan a las células efectoras y
las de memoria se denominan sitios efectores. La LP en el tracto gastrointestinal son los
sitios efectores reconocidos de estas mucosas. Ya que las células de memoria también se
alojan en estos sitios, se les considera los lugares de recapitulaciéon de la experiencia
inmune del organismo; también se les ha llamado 6rganos linfaticos terciarios (Vega,

2001).

2.0. Anatomia del sistema inmune en mucosas

La descripcion anatomica del sistema inmune de las mucosas es un paso preliminar para
la elucidacion de su fisiologia. Los estudios in vivo realizados en la mucosa intestinal han
sido abundantes y detallados. Sin embargo, la descripcion de la organizacion de las células
del sistema inmune en la mucosa ha sido relativamente reciente.

Las células del sistema inmune se organizan en nichos particulares, lo que indica que la
estructura estd directamente relacionada con la funcion. Existen cuatro compartimientos
principales en la mucosa intestinal: el epitelio, la LP de las vellosidades y de las criptas, y
la submucosa. En cada uno de ellos se alojan varios tipos de células de manera
caracteristica. En el epitelio es posible detectar una gran cantidad de linfocitos, llamados

por esta razon intraepiteliales (IEL).

En la zona de la membrana basal del epitelio del intestino delgado se encuentran DC
que expresan fuertemente la molécula MHC-II y linfocitos T CD8" (citotoxicos), que
también podrian generar una respuesta inmune contra células infectadas intracelularmente.
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Un poco mas adentro de la LP de las vellosidades se encuentran principalmente los
linfocitos T CD4" (cooperadores) que, al activarse con el antigeno presentado por las DC,
secretan citocinas del perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) para la proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos B, que producen anticuerpos de isotipo IgA principalmente. Las
vellosidades constituyen la zona de absorcion del intestino, asi que la presencia de todo el
equipo inmune para reconocer antigenos, parece ldgica y oportuna. En cambio, en las
criptas intestinales se tiene la zona secretora de agua y enzimas para la digestion y es ahi
donde se encuentra un gran nimero de células plasmaticas (PC) productoras de anticuerpos
(Abs), que son secretados a la luz intestinal. Finalmente, en la submucosa intestinal hay
mastocitos y DC en numero variable que podrian tener un papel en el eje

neuroinmunoendocrinolégico (Vega, 2001).

2.1. IgA secretoria y sistema inmunitario de mucosas

La clase dominante de anticuerpo en el sistema inmunitario de mucosas es la IgA,
que produce las CP presentes en la pared mucosa, en forma local. Esta clase de anticuerpo
se encuentra en seres humanos en dos formas isotipicas, IgA| e IgA». La naturaleza de la
IgA difiere entre los dos compartimentos principales en los cuales se encuentra: la sangre y
las secreciones mucosas. En la sangre, la IgA se encuentra principalmente como un
monoémero, y se produce en la medula 6sea por CP derivadas de células B que se han
activado en ganglios linfaticos; la proporcion entre IgA| e IgA> de la sangre es de casi 10:1.
En los tejidos mucosos, la IgA se produce de modo casi exclusivo como un dimero
enlazado por una cadena J, y la proporcion entre IgA e IgA> en mucosas es de alrededor de
3:2. Cada dia se producen casi 5g de IgA en los tejidos de mucosas de seres humanos, una
cantidad que excede en forma considerable la produccion de todas las otras clases de
inmunoglobulinas en el cuerpo.

Las células B indiferenciadas precursoras de las células plasmadticas secretoras de
IgA se activan en PP y en los ganglios linfaticos mesentéricos, el cambio de clase de
linfocitos B indiferenciados hacia produccioén de IgA ocurre bajo el control de la citocinas
en los tejidos linfoides organizados del GALT usando los mismos mecanismos moleculares
que en ganglios linfaticos y en el bazo.

Posterior a la activacion y diferenciacion de células B, los linfocitos resultantes
expresan la integrina de sefial de direccion hacia mucosas. Los linfocitos que llegan a la LP
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son distribuidos en diferentes compartimentos. Las CP permanecen en la LP donde
finalizan su maduracion en células plasmaticas productoras de IgA. Mientras que los
linfocitos T CD4" permanecen a lo largo de las vellosidades y las criptas; y los linfocitos T
CDS8* migran al epitelio, convirtiéndose en los linfocitos intraepiteliales. Ambas

poblaciones linfociticas se mantienen como células de memoria (Puig, 2008).

Por lo tanto, la IgA se produce principalmente en la LP en respuesta a la activacion
de los linfocitos T en las PP, cuya finalidad es alcanzar la circulacion, donde puede
interactuar con el sistema fagocitico mononuclear. La produccion de IgA estd regulada por
citocinas como IL-5, IL-6 e IL-10 que favorecen la diferenciacion de linfocitos B en células

plasmaticas productoras de IgA. (Puig, 2008 y Robinson 2001).

Una vez en la lamina propia las células plasmaticas sintetizan y secretan dimeros de
IgA enlazados a cadena J intactos hacia el espacio subepitelial. Para alcanzar sus antigenos
blanco en la luz del intestino, la IgA tiene que trasportarse a través del epitelio. Esto es
efectuado por células epiteliales inmaduras localizadas en la base de las criptas intestinales,
que expresan el receptor de inmunoglobulina polimérico (pIgR) sobre sus superficies
basolaterales, el cual tiene una alta afinidad por inmunoglobulinas poliméricas enlazadas a
cadena J (como IgA dimerica), y trasporta al anticuerpo mediante trancitosis hacia la
superficie luminal del epitelio, donde es liberado por division proteolitica del dominio
extracelular del receptor pIgR, como se observa en la figura 2. Parte del receptor dividido
permanece asociado con la IgA y se conoce como componente secretorio (SC). El

anticuerpo secretado ahora es nombrado IgA secretora (Murphy et al. 2008).
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Figura 2. Transcitosis de IgA. La transcitosis de anticuerpos IgA a través de epitelios esta
mediada por el receptor pIgR, una proteina de transporte especializada. Casi todo el anticuerpo
IgA se sintetiza en células plasmaticas que yacen justo por debajo de las membranas basales
epiteliales del intestino. El dimero de IgA unido a una cadena J se difunde a través de la
membrana basal y es unido por el receptor IgRp en la superficie basolateral de la célula epitelial.
El complejo unido es transportado mediante transcitosis en una vesicula a través de la célula hacia
la superficie apical, donde el receptor IgRp se divide para abandonar el componente de unién a la
IgA extracelular unido a la molécula de IgA como el llamado componente secretorio. El
carbohidrato en el componente secretorio se une a mucinas en el moco y mantiene la IgA en la
superficie epitelial. El fragmento residual del receptor IgRp no es funcional y se degrada. IgA es

transportada a través de epitelios de este modo hacia la luz de varios o6rganos que estan en

contacto con el ambiente externo (Tomado de Murphy et al 2008).
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2.2. Citocinas

Las citocinas son proteinas secretadas por células de la inmunidad innata y de la
inmunidad adaptativa que median muchas de las funciones de las células. Las citocinas se
producen en respuesta a los microorganismos y a otros antigenos, y diferentes citocinas
estimulan diferentes respuestas en las células que participan en la inmunidad y la
inflamacién. En la fase de activacion de las respuestas inmunitarias adaptativas, las
citocinas estimulan el crecimiento y la diferenciacion de linfocitos, y en las fases efectoras
de la inmunidad innata y adaptativa activan a diferentes células efectoras para que eliminen
los microorganismos u otros antigenos.

En los sitios inductores como el GALT, estas citocinas se encargan de mediar el
cambio de isotipo de anticuerpos, mientras que a nivel de los sitios efectores (PP), se
encargan de la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas productoras de
anticuerpos.

Asi también, los factores que favorecen la liberacion de IgA a nivel intestinal son el
TGF-pB, que media el cambio de isotipo o clase de inmunoglobulina A durante el desarrollo
y la activacion de los linfocitos B. La IL-6, que estimula el crecimiento de los linfocitos B
que se han diferenciado en células productoras de anticuerpos. La IL-5, que estimula la
sintesis de IgA y proliferacion de linfocitos B. La IL-10 que actia como supresor de la
respuesta innata, inhibiendo macrofagos y cé€lulas dendriticas activadas. La IL-4 que es el
principal estimulo para el desarrollo de la subpoblacion Th2 a partir de CD4*. El factor de
necrosis tumoral (TNF-a), induce la liberacién del componente secretor que protegera a las

moléculas diméricas de IgA a nivel intestinal. (Abbas 2009).

CITOCINA EFECTOS
Interleucina-4 Linfocitos B: cambio de isotipo a IgE
Linfocitos T: diferenciacion y proliferacion de Th2.
Interleucina-5 Eosinofilos: activacion, aumento de la produccion

Linfocitos B: Proliferacion y sintesis de IgA.

Interleucina-6 Linfocitos B: proliferacion de los linfocitos productores de anticuerpos

Interleucina-10 Inhibidor de macrofagos y células dendriticas activadas.

Cuadro 2. Citocinas y sus efectos (Tomado de Abbas 2009).
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En presencia de un estimulo estresante, se elevan los niveles circulantes de las citocinas
proinflamatorias: TNF-a y el IFN-3 ademas de IL-6, pero existiran bajas cantidades de IL-
4 e IL-10. En general, las citocinas son glicoproteinas que se generan en diferentes células
del organismo, incluyendo el tejido nervioso. Una de las fuentes principales de las citocinas
son los linfocitos T CD4* o linfocitos cooperadores (Th). Estos linfocitos secretan
diferentes citocinas y dependiendo de su tipo, se clasifican en Thl o Th2. Las citocinas
proinflamatorias se caracterizan por una respuesta tipo Thl, entre las que se encuentran la
IL-1, IL-2 e IL- 12 el TNF-B y el IFN-a.. Mientras que, la respuesta tipo Th2 se caracteriza
por la secreciébn de citocinas antiinflamatorias como la IL-5 e IL-4. Las citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias son antagonicas y, dependiendo del equilibrio que se
establezca entre ellas, dependerd la eficiencia de la respuesta inmunoldgica que se

desarrolle (Rengarajan, 2000).

2.3. Intestino Grueso
2.3.1. Fisiologia

El colon sirve como un reservorio para los residuos de los alimentos que no pueden
digerirse o absorberse. Asimismo, la motilidad de este segmento disminuye su velocidad
para permitir que el colon absorba agua, Na* y otros minerales. Al absorber casi 90% del
liquido, convierte los 1 000 a 2 000 ml de quimo isotonico que entran en el colon cada dia
desde el ileon en casi 200 a 250 ml de heces semisolidas Las bacterias desempefian una
funcion fundamental en la fisiologia del colon metabolizan la bilirrubina, derivada de la
descomposicion de la hemoglobina, también producen cantidades significativas de vitamina
k, y digieren la mucina y la pequena cantidad de carbohidratos y proteinas que queda en
colon (Silverthon, 2008).

2.3.2. Anatomia

El intestino grueso es la porcion terminal del tracto gastrointestinal, es de longitud
variable, con un promedio aproximado de 1.5 m de largo y 6.5 cm de diametro. Se
extiende desde el ileon hasta el ano y estd unido al intestino delgado por la valvula
ileocecal. Esta fijo a la pared abdominal posterior por su mesocolon, que es una capa doble
del peritoneo. Las diferencias anatomicas entre el intestino delgado y grueso incluyen la

presencia de tres caracteristicas: las tenias colicas, las hautras y los apéndices epiplocos.
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Estructuralmente las regiones principales del intestino grueso son el ciego, el colon, el recto
y el canal anal.
El colon se divide en porciones ascendente, trasversal, descendente y sigmoidea.

1- El colon ascendente se situa en posicion vertical derecha del abdomen y llega hasta
el borde inferior del higado.

2- El colon transverso es la porcién mds grande y mas movil del intestino grueso,
atraviesa el abdomen desde el angulo coélico derecho hasta el angulo colico
izquierdo.

3- El colon descendente se encuentra del lado izquierdo del abdomen en direccién
vertical, y se extiende por debajo del abdomen hasta el nivel de la cresta ileaca.

4- Colon sigmoides, caracterizado por su asa en forma de S de longitud variable, une el
colon descendente con el recto. En general, el colon sigmoideo tiene un mesenterio

largo y, por tanto, posee una libertad de movimiento considerable.
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Figura 3. Vista anterior del intestino grueso que muestra las regiones

principales (Tomado de Tortora y Derrickson 2007).
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La pared del intestino grueso contiene las cuatro tinicas o capas presentes en el
resto del tubo digestivo: mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa consiste en un
epitelio cilindrico simple, la ldmina propia (tejido conectivo aerolar) y musculo liso. El
epitelio contiene en su mayor parte células absortivas y células caliciformes. Las células
absortivas participan principalmente en la absorcion del agua y constituyen la mayor parte
de los elementos celulares del epitelio superficial. Su superficie estriada esta formada, al
igual que en intestino delgado, por microvellosidades, estas son mas cortas y menos
numerosas. En las células epiteliales glandulares su longitud es aun menor, y su disposicion
es mas irregular, Las células caliciformes secretan moco que lubrica el paso del contenido
colico, este moco esta constituido por glicoproteinas, sialomucinas y mucopolisacaridos
sulfatados, estos tltimos mas abundantes en el epitelio superficial que en las glandulas. En
el epitelio superficial las células caliciformes se intercalan entre las epiteliales y

constituyen la mayor parte de los elementos celulares de las glandulas.

Tanto las células absortivas como las caliciformes se localizan en glandulas
intestinales largas, rectas y tubulares (criptas de Lieberkiihn) que se extienden por todo el
espesor de la mucosa; estas glandulas son mas largas que en el intestino delgado. Se pueden
observar ganglios linfaticos solitarios en la ldmina propia que se extienden a través de la
muscularis mucosae hasta la submucosa. En comparacion con el intestino delgado, la
mucosa del intestino grueso no tiene tantas adaptaciones estructurales que incrementen el
area de superficie. No hay pliegues circulares ni vellosidades; aunque las microvellosidades

de las células absortivas estan presentes (Tortora y Derrickson 2007).
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II. ANTECEDENTES DIRECTOS

Trabajos previos han demostrado que el estrés agudo inducido por inmovilizacion
aumenta los niveles intestinales de IgA, asi como las poblaciones de linfocitos

intraepiteliales de la mucosa del intestino en ratones BALB/c. (Sollind et al. 1987).

En 2009 se estudio el efecto del estrés inducido por inmovilizacion en la produccion
basal de IgA en el intestino delgado de ratones BALB/c, demostrando que el estrés agudo
incremento los niveles intestinales de IgA y las poblaciones de linfocitos B en el segmento

proximal y distal del intestino delgado (Chéavez, 2009).

Reyna-Garfias en 2010; evalud el estrés cronico inducido por restriccion de
movimiento de 3 horas por 7 dias en ratas Wistar, reportando que el grupo sometido a

estrés, mostraba un aumento de SIgA.

En 2012 Drago- Serrano demostrd que en condiciones de estrés continuo, no solo se
origina una sobreestimulacion en la produccién de SIgA, sino también en el porcentaje de
células plasmaticas en la region distal y proximal del intestino delgado y también un

aumento en la expresion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 y TGF-p.

Finalmente en 2014 antecedentes de nuestro grupo de investigacion han demostrado
que el protocolo de estrés agudo por restriccion de movimiento durante una hora,
incrementa los niveles de corticosterona, asi como las concentraciones de SIgA en liquido
intestinal. Con respecto a las poblaciones celulares se encontrdé un aumento en el porcentaje

de linfocitos B y células plasmaticas positivas para IgA (Martinez- Reculez 2014).
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III. JUSTIFICACION

Numerosos estudios han demostrado la asociacion del estrés y el sistema inmune en
el desarrollo de enfermedades alérgicas, inflamatorias, infecciosas y autoinmunes, sin
embargo poco se sabe sobre el efecto del estrés agudo sobre la respuesta inmune humoral y

celular a nivel de la mucosa del intestino grueso.
Es necesario estudiar estas respuestas biologicas para lograr comprender los

mecanismos fisiopatologicos a través de los cuales se desarrollan estas enfermedades y

proponer nuevas estrategias preventivas y terapéuticas.
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IV. HIPOTESIS

El estrés agudo inducido por restriccion de movimiento incrementa la secrecion de

IgA en intestino grueso de ratones BALB/c

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(El estrés agudo inducido por restriccion de movimiento aumenta la secrecion de

IgA en intestino grueso de ratones BALB/c?
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VI. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés agudo sobre la secrecion basal de IgA en intestino

grueso de ratones BALB/c.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los niveles séricos de corticosterona en ratones sometidos a estrés

agudo.

e Determinar si el estrés agudo modifica los niveles de IgA en intestino grueso de
ratones BALB/c.

e Analizar si el estrés agudo modifica las poblaciones de linfocitos B y T (CD8" y
CD4").

e Analizar el porcentaje de cé€lulas plasmaticas productoras de IgA en ratones
sometidos a estrés agudo

e Analizar el porcentaje de citocinas intracelulares (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10).
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VIII. MATERIALES Y METODOS

1.0. Animales y grupos de Experimentacion

Se utilizaron ratones machos, cepa BALB/c, de 8 a 10 semanas de edad con un peso de
25 a 30g; proporcionados por el bioterio de la Escuela Superior de Medicina del Instituto
Politécnico Nacional. El manejo de los animales se realizd6 en conformidad con las
regulaciones federales de México para la atencidon y experimentacion animal (NOM-062-
Z00-1999, Secretaria de agricultura, Ciudad de M¢éxico, México) y aprobado por el
comité institucional de uso y cuidado animal de la ESM-IPN.
Se establecieron dos grupos de 5 ratones elegidos aleatoriamente. El primer grupo fue
conformado por ratones libres de estrés, al que se le denomino grupo control y el segundo
grupo fue sometido a un protocolo de estrés agudo.
Ambos grupos se mantuvieron en cajas de plastico con flujo laminar, aislados de ruido, sin
variaciones de temperatura, en ciclos de luz- oscuridad de 12: 12h y con alimento a libre

demanda hasta el momento de su sacrificio.

1.1. Protocolo de Estrés Agudo

El protocolo de estrés agudo por inmovilizacion consistio, en la fijacion de las cuatro

extremidades y la cola del raton sobre una superficie plana durante una hora.

1.2. Obtencion de Muestras

1.2.1. Plasma y suero para cuantificacion de corticosterona por
RIA

Una vez concluido el protocolo de estrés, ambos grupos fueron sacrificados en una
camara de éter y el grupo problema se sacrifico al concluir el periodo de estrés. Se obtuvo
aproximadamente 1ml de sangre, via puncion cardiaca. La sangre se mantuvo a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugo a 3000 rpm durante 6 minutos. El suero fue
recuperado y almacenado en alicuotas de aproximadamente 100ul a -20°C hasta el

momento de su analisis para la determinacion de corticosterona.
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1.2.2. Liquidos intestinales

Se realizaron lavados intestinales con 5ml de PBS-1X, por medio de una canula,
la cual se introdujo en uno de los polos del intestino grueso. El volumen se trasfirié a un
tubo conico de 15ml y se le adicionaron 200ul de inhibidor de proteasas (COMPLETE).
Durante todo el proceso los liquidos intestinales se mantuvieron a -4°C.

Posteriormente los tubos se centrifugaron a 4500rpm durante 15 minutos a 4°C.
Se obtuvieron 3 alicuotas de 1ml por intestino y se mantuvieron a -20°C hasta el momento

de su andlisis para la determinacion de la SIgA por la técnica de ELISA.

1.2.3. Obtencion de Células Epiteliales

Posterior a su lavado con PBS-1X el intestino grueso se evertio en un medio de
cultivo con RPMI (GIBCO), Suero Fetal Bovino, dithiothreitol (DTT, AMRESCO) ImM,
Colagenasa 60/mL y antibidtico). Esta solucion se incubo a 37°C a bafio maria en agitacion
constante durante 30 minutos.

Al finalizar la incubacion el intestino se disgrego con el embolo de una jeringa para
desprender las células epiteliales. Esta suspension celular fue filtrada a través de una malla
de organiza en un tubo conico de 15ml y centrifugada a 1500rpm durante 10 minutos a 4°C.
Se decantd el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 10ml de RMPI-1X para
filtrarla y centrifugarla bajo las mismas condiciones. Posteriormente la pastilla fue
resuspendida en 5ml de Percoll al 20%, esta suspension se transfirid a Sml de percoll al
40% con la finalidad de formar un gradiente (40:20). Los tubos con percoll fueron
centrifugados a 2500rpm durante 25 minutos a 4°C con 0 de aceleracion y 0 de
desaceleracion. Se recuperaron las células epiteliales obtenidas en la interface, se realizé un
lavado con 10ml de RPMI-1X (pH 7.3) y se centrifugaron a 1500 rpm, durante 10 minutos

a 4°C para eliminar el excedente de percoll.
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1.3. Microbradford

La cuantificacion de proteinas se llevdo a cabo por la técnica de microbradford
(Bradford 1976), esta se realizé en placas de cultivo de 96 pozos.
Se establecio previamente una curva patron, teniendo una solucion madre con 1ug/pl de
albumina sérica bovina (BSA) diluida en un buffer de fosfatos (PBS).
Se coloco en el primer pozo 10ul de la solucion madre (BSA) y 310ul de PBS, para
completar 320ul, en los siguientes 5 pozos (2 a 6) se colocaron 160ul de PBS. A partir del
primer pozo se hicieron diluciones seriadas dobles hasta llegar al sexto pozo, teniendo un
volumen final de 160ul por cada pozo, con: 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 y 0.056pug de BSA.
En el séptimo pozo se agregaron 160ul de PBS, como blanco, todo esto se realizd por
triplicado.

Se agregaron 40ul de reactivo de Bradford 5X (Azul de Coomassie G-250, Etanol
absoluto, Acido Ortofosforico 85% y agua destilada) en cada pozo homogenizando la
muestra.

Posteriormente la lectura se obtuvo a una absorbancia de 595 nm en un lector de
ELISA. Se grafico las absorbancias contra la concentracion en Excel para formar la curva
patron. Para las muestras control y problema se utilizaron diluciones 1:10, se tomaron 10pul
de estas diluciones y se adiciono 150ul de PBS y 40uL de reactivo de Bradford. En el
ultimo pozo se afiadi6 el blanco agregando 160ul de PBS y 40ul de Bradford. Todas las
muestras se realizaron por triplicado. La absorbancia se obtuvo en un lector de ELISA a
595nm.

Con los resultados obtenidos se hizo una regresion lineal en Excel y se interpolaron los
datos con la curva patrén de BSA previamente graficada, para obtener la concentracion

ng/ul de proteinas en las muestras.
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1.4. Cuantificacion de IgA por método de ELISA

La técnica de ELISA se realizé en una placa de cultivo de 96 pozos. La placa se cubrid
con un buffer de carbonatos y a-IgA de mieloma de raton a una concentracion de 1:100, se
adicionaron 100ul de esta dilucién por pozo y se mantuvo en refrigeracion a 4°C durante
24 horas. Una vez encubado el primer anticuerpo en la placa, se realizaron 6 lavados. 3
con PBS Tween y 3 con PBS Ix (intervalos de 2 minutos entre cada lavado), el motivo de
los lavado fue para remover el exceso de buffer de carbonatos.

Al finalizar los lavados, se bloqued la placa con leche (Svelty) al 6% diluida en PBS
Tween, se encubo la placa a 37°C durante 2 horas en un horno. Al concluir la incubacion,
se repitieron los 6 lavados. Cumplido el tiempo de incubacién se le adiciono a cada pozo
100ul de muestra de liquidos intestinales, previamente obtenidos. Posteriormente la placa

se mantuvo en refrigeracion a 4°C durante 24 horas.

Después de las 24 horas de incubacion se realizaron nuevamente los 6 lavados para
remover el exceso de muestra en los pozos. Al concluir los lavados se agregd un segundo
anticuerpo a IgA de mieloma peroxidado diluido a 1:5000, cada pozo de la placa se le
adiciono 100ul de este anticuerpo y se encubo a 37°C durante 2 horas, al terminar la
incubacion, se lavo la placa nuevamente . Posteriormente se adicionaron 100ul a cada pozo
de una solucidn reveladora, la cual se dejo en reaccion durante 7 minutos en obscuridad
total. Al culminar los 7 minutos se le afiadi6 50ul de acido sulfirico (H2SO4) 2.5N para
detener la reaccion y obtener la lectura por medio de un lector de ELISA BIORAD
Microplate Reader Benchmark.
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1.5. Citometria de flujo

1.5.1. Determinacion de linfocitos By T (CD8+ y CD4+)

Los linfocitos B 'y T  del grupo control y el grupo sometido a estrés agudo se
determinaron por citometria de flujo. Todos los ensayos fenotipicos para la caracterizacion
de los linfocitos se realizaron en paralelo. Los linfocitos totales aislados fueron ajustados a
una concentracion de 1x10° células/mL en PBS 1x. Posteriormente se incubaron con 10 uL
de los cocteles de anticuerpos diluidos 1:100 durante 30 min a temperatura ambiente y en
obscuridad.

Las células se lavaron por centrifugacion con 500 pL de PBS durante 5 min a 3000

rpm y se fijaron con 400 uL de p-formaldehido al 1%, finalmente se mantuvieron en
oscuridad a 4°C hasta su analisis.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD19/PE (BD
Pharmigen, catdlogo SC21714), anti- B220/PE (BD Pharmigen, catdlogo 553093), anti-
CD3+/APC (BD Pharmigen, catidlogo 553063), anti-CD4+/PE (BD Pharmigen, catdlogo
553052) y anti CD8+/FITC (BD Pharmigen, catalogo 553035). La tincion de las células se
llevaron a cabo utilizando el protocolo de tincion intracelular de Beckton Dikinson.

Una vez tenidas las células, fueron analizadas en un citoémetro de flujo FASC Calibur, BD
utilizando el software Cell Quest Pro V. 4.0. Se adquirieron 20,000 eventos de la region de
linfocitos delimitada en el dot-plot de tamafio (FSC) contra granularidad (SSC). Los
archivos fueron analizados utilizando el software Summit V 4.0. Se reporto el porcentaje de

linfocitos positivos de la region de linfocitos totales.

1.5.2. Célula plasmatica (CD 138+)

Las células fueron ajustadas a una concentracion de 1x10¢ células/mL en PBS 1x.
Posteriormente se incubaron con 10 uL de los cocteles de anticuerpos diluidos 1:100
durante 30 min a temperatura ambiente y en obscuridad.

Las células se lavaron por centrifugacion con 500 uL de PBS durante 5 min a 3000
rpm y se fijaron con 200ul de Citofix (BECTON, numero de catdlogo 554722) por 20

minutos a temperatura ambiente, en oscuridad a 4°. Posteriormente se permeabilizaron con
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500ul de Perm/Wash (BECTON, numero de catdlogo 51-2091KZ), por 20 minutos a
temperatura ambiente hasta el momento de su analisis.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti- CD138/ APC (BD Pharmigen,
catdlogo 558626). La tincion de las células se llevaron a cabo utilizando el protocolo de
tincion intracelular de Beckton Dikinson.

Una vez tenidas las células, fueron analizadas en un citometro de flujo FASC Calibur,
BD utilizando el software Cell Quest Pro V. 4.0. Se adquirieron 20,000 eventos de la region
de linfocitos delimitada en el dot-plot de tamafio (FSC) contra granularidad (SSC). Los
archivos fueron analizados utilizando el software Summit V 4.0. Se report6 el porcentaje de

linfocitos positivos de la region de linfocitos totales.

1.6. Deteccion de citocinas intracelulares: IL-4, IL-5, IL-6,
1L-10.

La produccion de citocinas se midio a través de una tincidn intracelular. Se utilizaron
tubos Falcon (Becton Dickinson) recubiertos con poliestireno, para incubar los linfocitos
del intestino grueso, que se ajustaron 2 x 10° cells/ml, y se estimularon con 25 ng/ml de
PMA (Sigma), 1 pg/ml de ionomicina (Sigma) y 10 pg/ml de Brefeldina A (BFA) (Sigma)
por 4 h a37° Cy 5% CO> Como marcador de superficie celular se utilizé anti-CD4 PerCP
que se adiciond (20 ul) a las alicuotas de linfocitos estimulados y no estimulados y se
incubaron por 30 min a 4° C en oscuridad. Después de la incubacion, las células se
centrifugaron por 5 min a 500 x gy se aspiraron los sobrenadantes sin remover las pastillas.
Posteriormente se les adicionaron 100 pl de solucion permeabilizadora (FACS Becton
Dickinson) y se incubaron 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las suspensiones
celulares se lavaron con PBA por centrifugacion durante 5 min a 500 x g

Para realizar la tincidon intracelular, se adicionaron 10 pl de los anticuerpos
monoclonales anti-citocinas y la suspension celular se incubo a 4°C por 30 min en la
oscuridad. Las muestras se lavaron con PBA y se fijaron con 500 pl de p-formaldehido al
1%.

Para realizar el andlisis por citometria de flujo, la intensidad de fluorescencia relativa se
midié en un citometro de flujo FACSCalibur® (Becton Dickinson San Jose, Ca) equipado
con un laser de 15 mW ion-argdn y filtros para analizar FITC (530 nm), PE (585 nm) y

PerCP (>650nm). Se adquirieron un total de 20,000 eventos y se separaron a partir de la
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poblacion de linfocitos CD4*. El analisis de la poblacion se realizo utilizando el software

CellQuest® (Becton Dickinson). Se midieron las siguientes citocinas: 1L-4, IL-5, IL-6 e
IL-10.

1.7. Analisis Estadistico.
El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete estadistico Sigma Plot version

11.0. En todos los casos se compararon las medias de los resultados obtenidos entre el

grupo control y el grupo estresado.
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IX. RESULTADOS

1.0. Niveles de Corticosterona

Se determinaron los niveles de corticosterona en suero en condiciones fisiologicas y de
estrés por medio de la técnica de radioinmunoensayo (RIA).
En la grafica 4 se muestra que el estrés agudo inducido por restriccion de movimiento,
aumenta significativamente la concentracion de corticosterona (39.07+6.78) en

comparacion con el grupo control (5.483+4.55) (p<0.001).
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Figura 4. Efecto del estrés agudo sobre los niveles de corticosterona sérica. Se
utilizaron ratones BALB/c machos sometidos a estrés agudo inducido por restriccion de
movimiento por 1 hr. Los datos representan la media = SD de tres experimentos

independientes. * p <0.001 comparado con el grupo control.
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1.1. Efecto del estrés agudo sobre la produccion de IgA en
intestino grueso

Mediante la técnica de ELISA se determinaron los niveles de IgA, con la finalidad
de evaluar el efecto del estrés sobre la secrecion de IgA a nivel de la mucosa del intestino
grueso. Las concentraciones de IgA en el intestino grueso aumentaron significativamente
bajo las condiciones de estrés (73.01+2.5) en comparacién con el grupo control (9.86+1.5)

p<0.001) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del estrés agudo sobre la concentracion de IgA en intestino
grueso. Los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes entre si.
Los niveles de IgA aumentaron significativamente en los ratones sometidos a estrés en

comparacion al grupo control (p <0.001).
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intestino grueso. En la figura 6 se muestra la

1.2. Efecto del estrés agudo por inmovilizacion sobre el

porcentaje de células plasmaticas en intestino grueso.

El porcentaje de células plasmaticas productoras de IgA se analizd por citometria de

en el porcentaje de células plasmaticas productoras de IgA respecto al grupo control

A s _ B *

T 192 v s 104

flujo, con la finalidad de determinar si el estrés agudo modifica la secrecion de IgA en el
region donde se ubican las células
plasmaticas (CD197/CD138*) y se observa un aumento en el porcentaje de IgA intracelular

por efecto del estrés agudo, respecto al grupo control. En la figura 7 se muestra un aumento
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Figura 6. Analisis de células plasmaticas IgA* de la lamina propia del intestino
grueso de ratones. Se grafica granularidad y tamafo, y se observa la region R1 que
corresponde a los linfocitos (A), a partir de la region R1 se detectaron CD19*/CD138* para
determinar la region de células plasmaticas (B) y mediante un histograma para IgA*

analizar el porcentaje de IgA intracelular por efecto del estrés (D) y del grupo control (C).
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Figura 7. Efecto del estrés agudo sobre la secrecion de IgA en intestino grueso.
Se realizaron tinciones para determinar células plasmaticas productoras de IgA
(CD19/CD138/IgA) por citometria de flujo. Los resultados muestran que bajo
condiciones de estrés agudo (66.60+£3.6) se incrementa significativamente el porcentaje
de células plasmaticas productoras de IgA respecto al grupo control (22.5943.5). Los
datos representan la media £ SD de tres experimentos independientes. * p < 0.001

comparado con el grupo control.
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1.3. Efecto del estrés agudo por inmovilizacion sobre el
porcentaje de linfocitos By T (CD8*, CD4%).

El porcentaje de linfocitos B y T se determind por citometria de flujo. Los
resultados muestran que bajo condiciones de estrés agudo las poblaciones de linfocitos
CD4* se incrementaron significativamente (25.76+2.5) respecto al grupo control
(18.07+0.5). Por otra parte en las poblaciones de linfocitos CD8" no se observaron
diferencias significativas comparando el grupo control y estresado.

Finalmente en el porcentaje de linfocitos B se muestra que en los ratones sometidos a estrés
agudo inducido por restriccion de movimiento, aumento significativamente el porcentaje de

linfocitos B (67.46+2.8) en comparacion con los ratones del grupo control (58.65+0.5).
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Figura 8. Efecto del estrés agudo sobre las poblaciones de linfocitos By T de la
lamina propia del intestino grueso. Se realizaron tinciones para determinar el fenotipo
de linfocitos T y B por citometria de flujo. Los datos representan la media = SD de tres

experimentos independientes. . * p < 0.001 comparado con el grupo control.
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1.4. Efecto del estrés agudo por inmovilizacion sobre el
porcentaje de citocinas intracelulares.

Se analizaron las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por citometria de flujo encontrando
diferencias significativas en todas respecto al grupo control.

La IL-4 que participa en la diferenciacion de los linfocitos T CD4" a Th2, aumento
(2.7%+0.05), respecto al grupo control (1.43%=0.05).

La IL-5 (4.76%=*0.05) y la IL-6 (4.65%+0.05) que actian como factores de
estimulacion para que el linfocito B secrete inmunoglobulinas, también se incrementaron
respecto al grupo control: IL-5 (3.81%=0.05) IL-6 (2.74%+0.05%).

Finalmente con respecto a la IL-10, que es una citocina que juega un papel
fundamental en la diferenciacion de las células plasmaticas, se observd un aumento
significativo en su produccion en los grupos sometidos a estrés (5.21%+0.05%) en

comparacion con el grupo control (3.39%=+0.05%).
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Figura 9. Efecto del estrés agudo sobre el porcentaje de citocinas intracelulares
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Se observa en los resultados obtenidos que existen diferencias

significativas respecto al grupo control en todas las citocinas.
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X. DISCUSION

En consecuencia al estrés se activan sefiales neuroendocrinas liberadas por el
cerebro que afectan la funcién inmune. Los dos caminos neuroendocrinos activados en
respuesta al estrés que controlan el sistema inmune son el eje hipotdlamo- pituitario-
adrenal (HPA) que resulta en la liberaciéon de glucocorticoides, y el sistema nervioso
simpatico (SNS) que resulta en la liberacion de catecolaminas (epinefrina y noradrenalina)

(Glaser 2005).

Durante las situaciones de estrés la norepinefrina estimula la secrecion de IgA, esto
aumenta la defensa de las mucosas (Schmidt et al., 2007), mientras que los
glucocorticoides influencian en el transito de leucocitos y otras células del sistema inmune
(Munck et al. 1984). En general ambos tienen un rol en la regulacion, produccion y

secrecion de IgA en intestino delgado.

Estudios experimentales previos demuestran que el estrés agudo provoca un
aumento en los niveles de SIgA en intestino delgado. Existe sin embargo escasa evidencia
en la literatura acerca de los efectos del estrés agudo en la produccion de IgA en intestino

grueso (Corthesy 2007).

Reportes actuales sugieren que las hormonas adrenales (catecolaminas y
glucocorticoides) son responsables de los aumentos inducidos en los niveles de IgA en
duodeno e ileon en intestino delgado, parece posible que estas hormonas induzcan la

produccion de IgA por medio de células plasmaticas (Reyna ef al, 2010).

El posible rol de los glucocorticoides se ha evidenciado ya que al administrar dosis
bajas de corticosterona aumenta significativamente la concentracion de SIgA en ileon.
Estos resultados muestran que los glucocorticoides modulan la produccion de SIgA en

secreciones y suero (Griffin y Thomson, 1998).

Los glucocorticoides ejercen influencia directa sobre el funcionamiento de las
células inmunes, al acoplarse a sus receptores especificos, localizados en el citoplasma y

membrana celular; sin embargo también ejercen efectos sobre la produccion de citocinas
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necesarias para la maduracion y movilizacion de los linfocitos y otras células inmunitarias..
Los glucocorticoides, al acoplarse a sus receptores citopldsmicos en las células del sistema
inmune, se traslocan al nucleo y funcionan como factores de la transcripcion para
numerosas proteinas sintetizadas por linfocitos, macrofagos y otros tipos celulares del
sistema inmune; entre las proteinas, cuyos genes poseen elementos de respuesta a los
glucocorticoides, se encuentran las citocinas, los receptores y antigenos de superficie de las

células inmunologicas (Gomez y Escobar 2006).

Otro papel de los glucocorticoides es su efecto regulador a través de la apoptosis

celular y de la conservacion de la integridad del epitelio. (Hoffman-Goetz, 2005).

Se ha reportado que bajo condiciones de estrés agudo se producen cambios en el
epitelio intestinal, mediante el incremento en la permeabilidad molecular, favoreciendo de
esta forma los niveles de SIgA en el liquido intestinal en modelos de estrés agudo con
protocolo de inmovilizacion (Chavez, 2009; Ramirez, 2009). Ademas, se ha concluido que
dicha permeabilidad intestinal es debida a la existencia de receptores para glucocorticoides
ubicados a nivel de las células epiteliales del intestino, donde se lleva a cabo la produccion

de glucocorticoides (Soderholm, 2001).

El protocolo de estrés agudo inducido por restriccion de movimiento usado en el
presente estudio encontro efectos sobrereguladores no solo en la produccion de SIgA sino
también en el porcentaje de células plasmadticas, este mecanismo de aumento en la
produccion de células plasmaticas productoras de IgA puede asociarse al homing de los

linfocitos B intestinales por mecanismos adrenérgicos (Kruger ef a/ 2008).

Otro factor determinante para el aumento en los niveles de IgA son las citocinas:
IL-4, IL-6, IL-10. Estas citocinas con caracter antiinflamatorio crean una complicada red de
sefiales con un rol esencial en la regulacion de linfocitos B en diferentes estados de

maduracion (Keatzel et al 2005).

La diferenciacion y maduracion de linfocitos B a plasmaticas es favorecida por las
interleucinas IL-2, 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Cerutt, 2008). La IL-4 junto con IL-10 estan
envueltos en la diferenciacion y maduracion de precursores de linfocitos B (Suzuki y
Fagarasan, 2009). El incremento en la IL-4 es importante para realizar el cambio de
linfocito T CD4" a subpoblacién Th2 y denota que ante la percepcion del agente estresor, se
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establecen mecanismos a fin de producir anticuerpos. La IL-10 es importante para la
diferenciacion del linfocito B y para la permeabilidad celular (Strober et al, 2005). Asi
mismo la IL-5 estimula la sintesis de IgA y la proliferacion de linfocitos B por lo que su
aumento coincide con el incremento de células plasmaticas y linfocitos B. Finalmente el
aumento en la concentracion de IL-6 estimula el crecimiento de los linfocitos B que se han
diferenciado en células productoras de anticuerpos ya que actia como factor de

crecimiento de las células plasmaticas.

Por otra parte se ha repostado que bajo efectos inmunoestimulantes como el estrés,
aumentan las poblaciones celulares involucradas en la produccion de IgA, lo cual se explica
en parte por la produccion de glucocorticoides, ya que los organos linfoides primarios y
secundarios, asi como los linfocitos T, linfocitos B, neutréfilos, monocitos y macrofagos,
poseen receptores de esteroides suprarrenales tipo II. Asi mismo, existe inervacion
simpatica de los o6rganos del sistema inmune que promueven la maduraciéon y movilizacién

de linfocitos. (Gomez et al, 2006).

Finalmente, los glucocorticoides y las catecolaminas poseen un papel bimodal en la
estimulacion de las células inmunes que es importante para mantener el equilibrio ante la
respuesta que se ejerza ante un agente estresor y desencadenan la proliferacion de
poblaciones celulares y en consecuencia un aumento en la concentracion de IgA, asi como

de citocinas relacionadas con su sintesis.

Por ultimo, es fundamental enfatizar que en la respuesta endocrina al estrés
participan ademads otras hormonas, tales como: catecolaminas, prolactina, el glucagon, la
arginina vasopresina, la somatostatina, las endorfinas y encefalinas, la oxitocina, la
colecistoquinina, la galanina, el péptido intestinal vasoactivo, la angiotensina II y la
neurotensina que facilitan la liberacion de ACTH (Torres et al, 2006). Las cuales pudieran

contribuir a los cambios observados en el presente trabajo.

38



XI. CONCLUSION

. Los efectos del estrés agudo inducido por restriccion de movimiento se validan con

el aumento de las concentraciones de corticosterona sérica.

. El HHA activa una respuesta inmunoldgica, ya que al tener receptores para las
hormonas adrenales (glucocorticoides y catecolaminas) las células inmunes, tales como
linfocitos T (CD4+ y CD8%*) y linfocitos B aumentan sus porcentajes por efecto del estrés

agudo.

. La produccion de IgA intestinal aumento como respuesta al estrés agudo, y
probablemente por el aumento en el porcentaje de citocinas intracelulares IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 que estimulan la proliferacion de linfocitos B y la sintesis de IgA en la [amina propia

del intestino grueso.

. El aumento en el porcentaje de citocinas intracelulares (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10)
bajo condiciones de estrés puede deberse a la accion indirecta que ejercen sobre los T CD4*

las hormonas adrenales alterando su produccion.
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XII. PERSPECTIVAS

e Medir la concentracion de catecolaminas en suero (adrenalina y noradrenalina).
e Analizar el trasporte de IgA a través de la expresion de pIgR.

e Determinar la expresion relativa del gen pIgR por RT-PCR.

e Analizar el porcentaje de TGB- por citometria de flujo.

e Estudiar a fondo los efectos del estrés y los mecanismos de accion en los foliculos
linfoides solitarios y ganglio mesentérico como sitios inductores de la respuesta

inmune en intestino grueso.
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