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RESUMEN

Los sistemas nervioso, endocrino e inmune se encuentran intimamente
refacionados principalmente a fravés de mediadores bioguimicos comunes
(hormonas, neurotransmisores, linfocinas). Diversas enfermedades humanas
(depresion, ansiedad) en donde ocurren alteraciones inmunolégicas han confirmado
esta interrelacién. En relacion con el estrés se han hecho diversos estudios
analizando las alteraciones existentes en algunos componentes del sistema inmune,
pero no se ha explorado cuales pueden ser los efectos del estrés en la respuesta
inmune del intestino, a pesar de que muchas enfermedades sicosomaticas o por
estrés afectan en forma importante la funcion del tubo digestivo: Glcera péptica,

colitis ulcerosa, colon irritable, ete.

En consecuencia, el principal objetivo de este estudio fue investigar los efectos del
estrés fisico y los glucocorticoides: hidrocortisona y  dexametasona -ya que los
glucocorticoides participan en la respuesta fisiolégica del hospedero a los
estresores-, sobre la funcién de los linfocitos productores de anticuerpos en placas
de Peyer de ratdon. El procedimienta experimental consistié bdsicamente en
someter a grupos de ratones BALB/c a estrés fisico por inmovilizacion y tratamiento
con diferentes dosis de glucocorticoides para comparar la respuesta de anticuerpos
en placas de Peyer con los ratones testigo empleando un ensayo de placa
hemolitica inversa.,



i INTRODUCCION

L4 ESTRES

El estrés, o sindrome de adaptacion general descrito por Seyle en 1946, es
la respuesta del organismo a las condiciones estresantes o estresoras (fisicos,
quimicos, sicoldgicos) del medio ambiente y consiste en un patron de respuestas
fisiologicas y sicolégicas, inmediatas Yy tardias. El estrés, como la ansiedad, como
concepto general y amplio describe las reacciones del organismo a las demandas
del medio ambienfe. Por mas de 2,000 afios los médicos han observado que los
estados de animo pueden afectar fa susceptibitidad a las enfermedades fisicas, En
1919, Ishigami, estudiando la opsonizacién del bacilo tuberculoso en pacientes con
tuberculosis crénica, durante las fases activa e inactiva, encontrd que la actividad
fagocitica disminuia durante los episodios de estrés emocional y postuls que la vida
estresante conducia a inmunodepresién y consecuentemente a incremento en la
susceptibilidad a la tuberculosisg), A partir de estos estudios se ha acumulado gran
cantidad de informacién que demuestra que el estrés sicoldgico y las enfermedades
siquiatricas pueden alterar las funciones del sistema inmune, de manera que en
estas situaciones son mas frecuentes padecimientos como el cancer, las
enfermedades infecciosas, autoinmunes y alérgicas. En un estudio prospectivog,
se analizé la actividad de los linfocitos de coényuges en luto durante las seis
semanas siguientes a fa muerte del conyuge. A las seis semanas de la pérdida la
respuesta proliferativa de células T a la Fitohemaglutinina (PHA) y Concavalina A
(Con A) fue significativamente menor en los viudos que en los sujetos testigo. No
hubo diferencias en los niimeros absolutos de células T. B, niveles de cortisol y
prolactina. Sin embargo, no se menciona si los pacientes estaban bajo tratamiento
con drogas o sufrian de alguna enfermedad gue afectara por si sola la funcién del
sistema inmune.

Los linfocitos de sangre periférica de pacientes aduitos con depresion (leve a
severa), sin enfermedad que altere la reactividad de los linfocitos y sin tratamiento

con drogas. Yienen respuestas proliferativas significativamente menores que los linfocitos de
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sujetos sanos, cuando se exponen in vitro a mitégenos (fitohemaglutinina, concanavalina o
mitégeno de ia fitolaca).

Esta depresion de la respuesta celular puede depender de los altos niveles
de cortisol, presente en los pacientes deprimidos. En un estudio similar en
pacientes hospitalizados por depresion severa se observé reduccién significativa en
la respuesta proliferativa a tres mitdgenos, linfocitopenia e hipercorticosterclemia
relativa en comparacion con los testigos no deprimidos. Tampoco hubo diferencias
en el ndmero relativo de linfocitos Ty B.

El estrés se asocia con disminucién en las respuestas proliferativas a
mitdogenos, menor citotoxicidad, y respuesta a la estimulacion por antigenos. La
menor actividad de las células T se refleja en retraso en el rechazo de injerto de
piel, menor respuesta y menor respuesta de hipersensibilidad tardia. Sin embargo,
en algunos estudios se ha observado que el estrés aumenta las funciones inmunes
celulares. En animales el estrés se asocia con mayor susceptibilidad a numerosas
enfermedades virales. Por ejemplo, Jonhsson y Cols (4, encontraron que ratones
sometlidos a estrés fisico (choques eléctricos repetidos) la infeccién por virus
Coxsackie B fue mas severa que en los ratones no estresados, manifestada por la
mayor pérdida de peso, mortalidad y cantidad de virus recuperados de varios
organos.

Sin embargo, en numerosos estudios el estrés tuvo efecto positivo o de
incremento de las respuestas inmunitarias especificas e inespecificas y
consecuentemente efecto protector contra las infecciones.

Los monos infantes separados prematuramente de la madre manifiestan
depresion de la respuesta proliferativa a mitégenos T (Con A y PHA), pero no hubo
cambio en la respuesta al mitbgeno PWM (respuesta de células B ). Después de la
reunidn de la madre y el hijo, la respuesta volvié a los niveles anteriores a la
separacion. En las madres los cambios fueron similares,

En ratas a las cuales se sometieron a chogues eléctricos inescapables,
choques escapables o chogues sin restriccidn fisica, solamente en el grupo
sometido a choque inescapable la respuesta profiferativa a PHA fue
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significativamente menor que en los testigos no sometidos a estrés. En el grupo
sometido a choque escapable no hubo disminucion en ia respuesta, ya que en esta
situacion el animal aprendié a apagar el chogue. Los autores proponen que la
capacidad de controlar el estresor es un factor clave en modular la respuesta

inmune.

En ratas el estrés increments la respuesta humoral y celular contra un
antigeno proteinico Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH). Por el contrario en otro
estudio en el que se empled el mismo antigeno y estresorg se encontrd reduccion
de la respuesta de anticuerpos I9G anti KLH; esto muestra que los efectos del
estrés pueden ser muy variables.

Asimismo, Schedlowski et akn mostraron que el estrés emocional se
acompana de incremento de niveles plasmaticos de las hormonas simpético-
adrenales catecolaminas (adrenalina ¥ noradrenalina) y cortisol, y con mayor
actividad funcional de las células NK, las cuales desempefian un papel inmediato y
primordial en contra de las infecciones,

El estrés auments las reacciones de hipersensibilidad retardada en la piel,
este tipo de respuestas depende de una efectiva inmunidad celular.

Finalmente, en la actualidad se acepta que el estrés pyede ser uno de los
componentes de cualquier enfermedad, no tinicamente de aquellas designadas
como "sicosomaticas”, La susceptibilidad a las enfermedades infecciosas, como Ia
tuberculosis, puede aumentar en situaciones de estrés,

L2 MEDIADORES QUIMICOS
.21 GLUCOCORTICOIDES

Independientemente de| origen del estrés (fisico, quimico, sicosocial) las vias
finales comunes son: a) estimulacién de la corteza suprarrenal con el subsecuente
Incremento en los niveles de glucocorticoides {cortisol), y b) estimulacion del
sisterma nervioso simpatico y la consiguiente liberacion de catecolaminas. Stein M.
sugiere que ef sistema nervioso central y algunas hormonas del sistema endoctino

pueden estar refacionados con la modulacién del sistema inmune como respuesta a



los estresores.

Los glucocorticoides, como el cortisol, se liberan junto con las catecolaminas
durante las situaciones de estrés. Los glucocorticoides, ademas, son las drogas
mas cominmente usadas para suprimir las respuestas inmunitarias e inflamatorias
no deseadas. Intervienen en varios puntos de las respuestas inmunitarias y
parecen afectar diversos aspectos de la inflamacion. El efecto de los
corticosteroides en la fagocitosis por macréfagos parece ser bifasica: dosis
pequenas estimulan y dosis grandes deprimen.

La inhibicion de la fagocitosis puede bloguear la captacion inicial del
antigeno (Ag} e interferir con el procesamiento del antigeno. Se ha hecho un estudio
donde se ha demostrado que en los conejos tratados con 1 mg. de cortisona por
kilogramo de peso, fa fagocitosis de bacilos se incremento pero no se inhibio la
multiplicacion de los bacilos dentro de las vacuolas. Se propone que al no ocurrir
ruptura de los bacilos no hubo ‘procesamiento’ de los antigenos. Por io tanto, los
glucocorticoides inhiben la digestién de las microorganismos por los macrofagos.
En 1938, Ingle y cols describieron los efectos de los corticosteroides sobre el tejido
linfoide. Otras tres horas después de una sola dosis de cortisona el nacleo del
linfocito se encoge y después se desintegra; el citoplasma se dispersa. Las areas
linfoides mas sensibles a los corticosteroides son fa zona cortical del timo y los
foliculos germinales de los ganglios linfoides y el bazo, aunque los corticosteroides
también provocan una gran disminucién en el ntimero de linfocitos circulantes en la
sangre y la linfa.

La prednisona por via oral afecta tanto a los linfocitos T como B, pero la
finfocitopenia T es mas pronunciada, ésta puede ser el resuitado de! secuestro de

los linfocitos en la médula 6sea, interrupcidn pasajera en la recirculacién o ambos.

Cuatro a seis horas después de una sola administracion intravenosa de 100
mg. de hidrocortisona, se observd, un decremento significativo en los nimeros

absolutos de linfocitos circulantes.

En la respuesta inmune humoral, o activacién de células B, solamente las
celulas B precursoras son sensibles a la cortisona, ya que las células maduras
productoras de anticuerpos son resistentes a los corticostercides. En una serie

extensa de experimentos se demostrd que los corticosteroides evitan la produccion
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de anticuerpos. La depresidn en ia sintesis de anticuerpos circulantes depende
notablemente del momento, en relacién con el reto antigénico, de la administracion
de los corticosteroides, Se han hecho dos observaciones importantes: 1) la
respuesta primaria facilmente se inhibe en comparacién con las respuestas
secundarias, y 2) son mas vulnerables las etapas méas tempranas de la activacién
de los linfocitos B. En humanos, la mayoria de los estudios no han podido
demostrar una disminucién en la sintesis de anticuerpos debido al fratamiento con
corticosteroides. Esto pudo deberse a las bajas dosis de esteroides usadas, ya que
en pacientes con pemfigo vuigar, tratados con 150 mg. de prednisona cada tercer
dia, hubo disminucion marcada en ef titulo de anticuerpos séricos especificos

1.2.2 CATECOLAMINAS

Los experimentos de W. Cannon en 1935 demostraron la importancia del
sistema simpatico-médula suprarrenal en el mantenimiento de un estado constante
en el cuerpo, o homeostasis, en respuesta a eventos de estrés fisico o psicoldgico.
Mas tarde en 1936 Seyle (Bercz, 1997) reports que el egje hipdfisis-corteza
suprarrenal también responde a estimulos estresantes. Propuso la teoria de que la
respuesta hipofisis-corteza suprarrenal era inespecifica ya que cualquier estimulo
nocivo o estresor la desencadenaba.

La actividad nerviosa simpdtica que se asocia a situaciones de estres, fisico y
sicolégico: ejercicio, miedo, dafio fisular (infarto del miccardio), cirugia,
hipogiucemia intensa, anoxia, y muchos otros estimulos de estres, produce
elevacion aguda de adrenalina y noradrenalina procedente de la meédula
suprarrenal. La ansiedad cronica y el estrés se asocian con actividad persistente del
sistema simpético con liberacién de catecolaminas.iggy Las catecolaminas
circulantes tienen efectos variables sobre diversas poblaciones celulares y
funciones del sistema inmune. Por ejemplo, en células NK de sangre periférica
humana se expresan receptores alfa y beta para adrenalina y la adrenalina
incrementa el niimero de receptores en células mononucleares y subpablaciones de
células T.q14) La adrenalina suprime ia actividad de células T a través de receptores
alfa adrenérgicosqy, la generacién de células T citotdxicas contra tumores sy, asi
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como la generacién de factor de necrosis tumoral por macrofagos activados
mediante lipopolisacaridonsy. En general, las catecolaminas tienen efectos

depresores sobre las funciones inmunitarias humorales y celulares.

1.3 REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA INMUNIDAD EN LA
MUCOSA INTESTINAL

En la actualidad se acepta en forma generalizada que el sistema nervioso
central {SNC) es capaz de modular Ia actividad del sistema inmunitario {S1}. Por otro
lado, las respuestas inmunitarias pueden influir sobre el cerebro. Las relaciones
entre el cerebro y las céfulas inmunocompetentes son bastante complejas; involucra
muiltiples factores y circuitos de retroalimentacion que deben actuar
coordinadamente para lograr un funcionamiento dptimo. El  término
neuroinmunomodulacion se refiere a la habilidad de vias y senales neurcfisiolégicas

de regular las respuestas inmunitarias.

1.3.1 RELACIONES ANATOMO-FUNCIONALES ENTRE EL SISTEMA
INMUNITARIO Y EL SISTEMA NERVIOSO

La mucosa intestinal es un sitio especial donde ocurren amplias interacciones
entre el sistema inmune y el sistema nervioso. El estudio de las relaciones
funcionales entre el sistema nervioso y el sistema inmune en la mucosa intestinal ha
sido poco explorado, a pesar de las importantes relaciones anatémicas entre ambos
sistemas. En caso de existir una interrelacién funcional entre ambos sistemas
entonces podria ser posible incrementar o reducir las respuestas inmunes a nivel de
la mucosa intestinai mediante Ia utilizacién de farmacos (glucocorticoides; agonistas
y antagonistas alfa y beta adrenergicos, agonistas y antagonistas cofinergicos), lo
cual podria ser benéfico en el tratamiento de enfermedades intestinales con base
inmunolégica: colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, sindromes de mala absorcién.

1.3.1.1 RELACIONES ANATOMICAS

El intestino contiene abundantes elementos de los sistemas simpatico y
parasimpatico, los cuales aln cuando relativamente auténomos establecen
importantes relaciones con el SNC y el sistema inmune sistémico. Ademas, en el

intestino se encuentran abundantes fibras serotoninérgicas.



Nervios extrinsecos conectan al sistema nervioso entérico (ENS) con el SNC
a través de vias simpaticas y parasimpéaticas.

1.3.1.1 Nervios en el intestino

Los nervios extrinsecos llegan al intestino con la vasculatura mesentérica que
conectan con los nervios intrinsecos de los plexos principales del intestino. Estos
nervies intrinsecos tienen ciertas caracteristicas poco usuales: a) Hay una gran
cantidad de tejido nervioso intrinseco en las mucosas, se ha calculado que hay
tantos cuerpos neuronales dentro del tracto gastrointestinal como en toda la médula
espinalys, b) alta densidad de fibras nerviosas neuropeptidérgicas, ademas de los
nervios colinérgicos y no-colinérgicos; ¢} muchas de (as fibras nerviosas contienen
multiples neurotransmisores; d) los neurcpéptidos mas abundantes en los nervios
entéricos Somatostatina (SOM), Sustancia P (SP), Péptido vaso activa intestinal
(VIP}, tienen importantes funciones inmunoreguladoras. Los netvios se distribuyen
ampliamente a lo largo de los tejidos mucosos, a menudo con ramificaciones al
epitelio (tracto respiratorio) y capilares, con inervacion del muisculo lisogqg).

1.3.1.1.2 Linfocitos y fibras nerviosas en los compartimientos mucosos

Lamina propia. La lamina propia del intestino recibe gran cantidad de fibras
nerviosas, la mayoria de las neuronas intrinsecas del sistema nervioso enterico,
muchas de las cuales proceden del plexo submucosoy. Las fibras nerviosas que
contienen VIP son las mdas abundantes en la lamina propia, forman redes
intrincadas alrededor de las criptas y ramifican a lo largo de las vellosidades lasg
perciones terminales de las fibras nerviosas se localizan justo por abajo de la
membrana basal del epitelio. Las fibras con SP tienen una distribucion similar, pero

menos abundante y son menos frecuentes las fibras con SOM.

Este patrén permite posibles interacciones entre linfocitos ¥ neuropeptidos a
nivel de la lamina propia del intestino, quizé sin necesidad de contacto direcfo.
Debido a la gran densidad de fibras nerviosas en la tamina propia se sugiere que
una gran proporcién de linfocitos se encuentran a cierta distancia de una fibra
nerviosa. Ademas, un porcentaje elevado (5-10 %) de los mastocitos del intestino de
la rata establecen contacto directo con fibras nerviosas peptidérgicas y las restantes
estan muy cercanas a una fibra nerviosa (2um).




1.3.1.1.3 Tejido linfoide asociado al intestino (GALT)

t.a inervacion de las estructuras linfoides organizadas es menos cohocida y
tiene variaciones regionales. Tiene inervacion simpdtica que es similar a la de
ganglios linfaticos regionales en gue se encuentran principalmente restringida a las

areas T.

Placas de Peyer. No se conoce de donde proceden los nervios que inervan a
las placas de Peyer. Se localizan fibras nerviosas no mielinizadas en los espacios
intercelulares, Axones y contactos de tipo sinaptico se asocian con las células
reticulares sin contacto aparente con los linfocitos. Tienen inervacion noradrenérgica
por fibras que proceden de ganglios mesentéricos. En ratén, muchas de las fibrasg
nerviosas que entran a placas de Peyer por la vasculatura contienen VIP. Adn
cuando menos numerosas que en lamina propia, estas fibras se localizan en las
areas T y algunas se encuentran en estrecha proximidad con las vénulas
postcapilares especializadas con endotelio alto, a fravés de los cuales migran ios

infocitos T y B procedentes de la sangre.

1.3.1.2 INTERACCIONES DE LINFOCITOS CON NEUROPEPTIDOS

Una de las primeras etapas en la activacion celular es la interaccion de
receptores de membrana con factores activadores. Por lo que si los neuropéptidos
influian en la activaciéon de linfocitos, éstos deberian tener receptores para tales
moléculas. Ahora se sabe que tales receptores existen y son funcionales.

1.3.1.2.1 Estudios de union {“binding™)

Linfocitos T y¥ B de placas de Peyer de ratdn tienen receptores para SOM y
SPusy muchos de ellos para ambos nreuropéptidosps, 2. Tambien se han
identificado linfocitos de lamina propia del colon humano que unen VIP y SOMgy;.
Se requieren muchos mas estudios para identificar las subpoblaciones de linfocitos

con receptores para neuropéptidos.



[.3.1.2.2 Estudios funcionales

Los peptidos SOM, SP y VIP pueden regular una gran variedad de funciones
inmunologicas sistémicas y de las mucosas.

La Somatostatina (SOM) inhibe la produccion de IgA por parte de linfocitos
de placas de Peyer y bazo. Sin embargo, cuando se administré SOM por infusion
continsa por varios dias en raton las respuestas proliferativas y de produccién de
inmunoglobulinas por células de estos tejidos aumenté. En ratas, SOM no provoca
la desgranulacién de mastocitos de lamina propia pero si de mastocitos
peritoneales.

La sustancia P (SP) tiene varias funciones principales en mucosas:

a) a diferencia de VIP y SOM, la SP es potente estimulador de la secrecion
de histamina por mastocitos tanto de Jamina propia como de peritoneo; b)
incrementa la produccion de IgA por parte de finfocitos de placas de Peyer, ganglios
mesentéricos y bazo siendo mas sensibles los linfocitos de las placas de Peyer; ¢)
aumenta la actividad citotéxica (NK) de linfocitos intraepiteliales del raton; el efecto
parece ser selectivo; d) in-vivo, la infusién continua de SP incrementa la respuesta
proliferativa a ConA y Ia produccidn de lgA por linfocitos de placas de Peyer y bazo
en el siguiente orden IgA>IgM>1gG, y la actividad NK de linfocitos intraepiteliales.

Las actividades conocidas del péptido vasoactivo intestinal (VIP) a nivel
intestinal son (Ottaway, 1991): a) es inhibidor de la sintesis de IgA por linfocitos de
placas de Peyer.; b) se ha propuesto que participa en la migracién de células T a
los ganglios mesentéricos y placas de Peyer del ratén en virtud de que las células T
expresan receptores para VIP y en los corredores T se localizan fibras VIP.

La colecistocinina (CKC), hormona gastrointestinal de naturaleza peptidica,
afecta la contraccion de la vesicula biliar y la secrecién de enzimas pancreaticas.
Secretada por células endocrinas {tipo 1) de la mucosa intestinal de duodeno Yy
yeyuno. Presente también en nervios intestinales, plexo mesentérico y en el SNC,
por lo cual parece actuar como neurotransmisor. La administracion i.v. de CKC a
voluntarios humanos provoca aumento en la secrecion de varias inmunoglobulinas

incluyendo 1a IgA en el liquido intestinal La administracién intravenosa de CKC
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provoca aumento de los anticuerpos IgA e IgG anti ovoalblimina en una asa aislada
del intestino de ratas previamente inmunizadas. La administracion antagonista de la
CKC (proglumide) reduce la secrecion de ambas inmunogtobulinas. La instilacién
intragastrica de alimento (hidrolisado de proteinas) también incrementa Ia secrecién
de inmunoglobulinas. La atropina provoca reduccion en el 50% de la secrecién
basal de IgA, sin afectar la secrecion de 1gGs).

L4 EFECTO DEL. ESTRES EN LAS RESPUESTAS
INMUNITARIAS EN MUCOSAS

L.4.1 Produccion de anticuerpos de IgA

Los efectos del estrés sobre las respuestas inmunitarias en mucosas se han
estudiado casi exclusivamente sobre las modificaciones en los niveles de IgA
secretoria (IgA-s). Los resultados han sido contradictorios. En unos se encuentra
que el estrés sicolégico y fisico reduce los niveles de lgA presente en la saliva de
individuos humanosz1, 22, 23), por el contrario, en otros se encontréd que los niveles de
IgA aumenta como cansecuencia del estrésgq 25). Por lo cual no puede concluirse
en definitiva que el estrés debiita la respuesta inmune humoral de las mucosas,
representada por la IgA-s.

1.4.2 Efectos sobre funciones de las placas de Peyer

Los efectos del estrés sobre las funciones del tejido linfoide organizado
asociado al intestino -nédulos linfoides- v placas de Peyer- no se han estudiado
previamente.

LV. PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN PLACAS DE PEYER

Habitualmente se considera a las placas de Peyer como sitio de generacién
de precursores de células productoras de anticuerpos de la clase IgA sin constituir
un organo efector donde se localicen células plasmaticas productoras de
anticuerpos (CPA);zs, 27, 28y  Sin embargo en placas de Peyer se encuentran células
T y B, asi como célufas con funcién accesoria

La aplicacion de eritrocitos de camero {ec) directamente en el interior de la
vena de fa placa de Peyer dei conejo, no incrementd ef nimero de CPA en Ia placa,

pero si en el bazope En forma similar la aplicacién por via sistémica de antigenos
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solubles, como la ovoalbimina, no provocs alteraciones morfologicas en las placas
de Peyer del conejogg. Por Ultimo, ta inyeccion en cojinetes plantares de hamsters
de albiimina bovina con o sin adyuvante completo, no condujo a la aparicién de
células que contenian anticuerpos especificos en placas de Peyer, pero si en la
lamina propia. Es evidente de los trabajos mencionados que las placas de Peyer no
responden a la presencia de antigenos depositados por via sistémica.

La aplicacion de antigenos directamente en la placa de Peyer provocé Ia
aparicién de centros germinativos que contenian células con anticuerpos
especificos para el antigeno. Estas células plasmaticas pueden proceder de la
misma placa o de lugares distintos como el bazo o Ia médula 6sea. Evidentemente
este tipo de inmunizacién es sistémico y nommalmente no ocurre, La administracién
oral de bacterias vivas de S. paratyphi en ratones libres de gérmenes provocé
infeccion intestinal y hueve dias después, bacteriemia. Por el dia 16 aparecieron
centros germinativos en el bazo y los ganglios linfaticos y las placas de Peyer. En
éstas el edema fue visible dos dias después de la infeccién oral. Es evidente que las
bacterias que atraviesan la barrera intestinal inducen cambios en las placas de
Peyeras),

En cultivos in vitro de células de placas de Peyer de conejos nomales
estimuladas por la presencia del antigeno ec, se generan CPA especificas o cual
no ocurre con células del timo. No hay generacién de CPA anti-ec en cultivos in vitro
de células (T y B) de placas de Peyer de ratén C57b1/6, sin embargo cuando se
anaden células adherentes de exudado peritoneal o mercaptoetanol si hay
generacion de respuestasps. Kiyono y colaboradores (1982) obtuvieron por
disociacién enzimatica con Dispasa suspensiones celulares de placas de Peyer de
ratén. Estas suspensiones al estimularse in vitro con ec manifiestan respuesta de
CPA IgM anti-ec; la respuesta se incrementé cuando se ariadieron desde el inicio
dei cultivo estimulantes como Concavalina A (dosis submitogénica), LPS y MDP,
que actuan sobre macrofagos, células T Y B. En suspensiones de placas de Peyer
de ratones inmunizados por intubacion intragastrica con ec y retadas con el mismo
antigeno al cabo de 4-5 dias de cultivo se detectan CPA de todos los isotipos
principales, pero la respuesta IgA anti-ec es 2 veces mas alta con respecifo a las
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respuestas de IgM e IgG. Estos resultados demuestran que la administracion oral
de antigeno T dependiente sensibiliza a las células de las placas de Peyer para la
aparicion de respuestas humorales sobre todo de IgA, y que en ese sitio se
encuentran todas las poblaciones requeridas para la respuesta de anticuerpos IgA.
Sustancias estimuladoras como ConA a dosis submitogénica, incrementan la
respuesta de IgA anti-ec, lo cual sugiere que células T cocperadoras o sus
mediadores son importantes en la respuesta igA, al menos in vitro. Por ultimo,
estudios de microscopia electrénicasy, inmunofluorescenciay funcionales in vivo
e in-vitrogs 35, 36,37, han mostrado que células de las placas de Peyer de varias
especies, incluyendo al hombregg, 35, pueden producir anticuerpos.



# PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De lo mencionado en los antecedentes resulta claro que existen conexiones
funcionales importantes entre los sistermnas nervioso, endocring e inmune Sin
embargo, a pesar de que en la mayoria de Jas alteraciones organicas provocadas
por el estrés esta involucrado el aparato digestivo {Olcera péptica, colitis ulcerosa,
enteritis regional), no se han estudiado las posibles alteraciones en las respuestas
inmunitarias en el intestino provocadas por el estrés. Por lo que se propone la
siguiente hipotesis.

il HIPOTESIS:

Si el estrés y los glucocorticoides tienen efecto sobre las respuestas
inmunitarias en el intestino, entonces en ratones estresados o tratados la magnitud

de la respuesta de anticuerpos en las placas de Peyer se vera disminuida.

IV OBJETIVOS
Los principales objetivos son:

1CEstudio de la respuesta de anticuerpos en placas de Peyer de ratones
sometidos a estrés fisico por inmovilizacién.

2CAnalisis del efecto de diversas dosis de hidrocortisona y dexametasona
en la respuesta humoral en placas de Peyer.
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V MATERIAL Y METODO

ANIMALES: Se utilizaron ratones macho, de dos meses de edad, de
aproximadamente 25-30 g de peso, de la cepa BALB/c proporcionados por el
bioterio de la Escuela Superior de Medicina. Fueron desparasitados con
mebendazol y metronidazol a dosis apropiadas.

Estrés fisico por inmovilizacién. E! estrés de tipo fisico consistid en
inmovilizar a los ratones de los grupos problema mediante fijacion con cinta
adhesiva, durante una a tres horas por tres dias consecutivos. Los animales testigo
no se inmovilizaron pero se colocaron en el mismo medio ambiente. Af cuarto dia
se obtuvieron los linfocitos de las placas de Peyer y se realizo el ensayo de placa

hemolitica inversa.

Tratamientes con glucocorticoides. Grupos de 4 a 6 ratones se trataron
con hidrocortisona a dosis de 125, 250 y 500 mg/Kg de peso. o dexametasona a
dosis de 25 y 50 mg/Kg de peso. Los ratones testigo recibieron solucién de
diluyente. Cuarenta y ocho horas después los ratones de los diferentes grupos se
sacrificaron y obtuvieron las placas de Peyer, en donde se cuantifico el nimero totai
de celulas y posteriormente se realizé el ensayo de placa hemolitica.

Purificacion de Inmunoglobulinas de conejo anti-lnmunoglobulinas de
raton. Primero, se obtuvo suero de conejo anti-inmunoglobulinas de raton
inmunizando con gamaglobulinas (lgs) de raton previamente obtenidas por
precipitacién con sulfato de amonio. A partir de este suero se obtuvo, por
cromatografia de afinidad empleando una columna de inmunoglobulinas de ratén
acoplada a Sefarosa, los anticuerpos de conejo anti-lgs de raton.

Recubrimiento de eritrocitos de carnero con inmunoglobulinas de
conejo anti-lgs de ratén. De un paguete de eritrocitos de carnero, lavados
previamente con solucion de NaCl 0.15 M, se tomaron 100 ul de la solucidon de
iInmunoglobulinas de conejo anti-lgs y 1 ml de una solucién de cloruro crémico a 1
mg/ml. Después de incubar a 37°C durante una hora, los entrocitos recubiertos se
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lavaron y ajustaron al 20%.

Obtencion de las células de las placas de Peyer. Las células de las placas
de Peyer -que constan principalmente de linfocitos T, B y células presentadoras de
antigenos (macréfagos y células dendriticas)- se obtuvieron de acuerdo al
procedimiento habitual: se extrae el intestino delgado en su totalidad y con la ayuda
de tijeras finas de diseccion se quitaron ias placas de Pever, de tres a cinco,
dependiendo del ratén.. Enseguida, con la ayuda de un embolo de jeringa de 1 mi
se ejercia presion sobre las placas de Peyer depositadas en una caja de Petri que
contenia solucion de Hanks, las células obtenidas en suspensién se hacian pasar
atraves de una pequefia coladera Y por una jeringa de plastico de 5 m/ flena de
gasa, con el objetivo de eliminar pedazos de tejido y células epiteliales que se
retenian en la gasa. Las células recuperadas se centrifugaban a 400 g por 5 min;
después de repetir este ultimo procedimiento por dos ocasiones mas, la suspension
celular se resuspendia en un mit de solucién de Hanks.

El nimero total de células obtenidas se contabilizaba empleando solucian de
cristal violeta y la viabilidad de las células por exclusion de azul de tripano.
Finalmente, la suspensién celular se ajustod a una concentracion de 10° células por
ml de solucion de Hanks.

Ensayo de placa hemolitica inversa: Se realizé de acuerdo con el siguiente
procedimiento: a 100 microlitros de la suspension de linfocitos de placa de Peyer,
procedentes de los ratones testigo y de los sometidos a estrés, se les adicionaron
20 pl de suspensién al 20% de los eritrocitos de carnero recubiertos con
inmunoglobutinas de conejo anti-lgs de ratén, 20 ul det suero de conejo anti-
inmunoglobulinas (Igs) de ratén a dilucion optima de 1:150 y 20 ul de suero de
cobayo (complemento). La mezcla se introdujo en camaras de Cunningham vy
después de incubar a 37°C durante 90 minutos se conté el nimero de placas
hemoliticas, cada una de las cuales corresponde a una células plasmatica.
Finalmente, se calcuid el numero de células plasmaticas productoras de anticuerpo
por cada millén de céluias linfoides.

Con este método se cuantifican células que producen anticuerpos de las

clases igG, IgM e IgA, independientemente de su especificidad.



VI RESULTADOS
EFECTO DEL ESTRES FiSICO EN LA RESPUESTA HUMORAL

En los ratones estresados fisicamente por inmovilizacion durante una y tres
horas por tres dias consecutivos no hubo diferencias significativas {(p>005) enel
nimero total de céiulas presentes en Jas Placas de Peyer (Figura 1). Por el
cantrario, el nimero de células productoras de anticuerpos (CPA) fue menor en los
ratones estresados por una o tres horas, en relacién con los testigos (p< 0.001).

EFECTO DE LA HIDROCORTISONA

Grupos de ratones BALB/c recibieron por via intraperitoneal 125 mg/kg, 250
mg/kg y 500 mg/kg de peso de hidrocortisona, y 48 horas después se obtuvieron
suspensiones de Placas de Peyer {PP), en las cuales se determiné el nGmero total
de células asi como cantidad de células productoras de anticuerpos por el
ensayorde placa hemolitica inversa. En ratones tratados con la dosis de 125 ma/kg
de hidrocortisona no se observa efecto importante sobre el numero de céluias
linfoides como en la produccién de anticuerpos (p< 0.05) (Figura 2).

En ratones tratados con la dosis de 250 mg/kg tampoco se observaron
diferencias en cuanto al nimero de celulas linfoides y al nimero de CPA (Figura 3).

En los ratones tratados con 500 mg/kg de hidrocortisona (Figura 4) si hubo
una reduccion significativa en el numero de células linfoides (p<0.0001) yenla
produccién de anticuerpos en las PP (p<0.0001).



EFECTO DE LA DEXAMETASONA

Grupos de ratones Balb/c fueron tratados con dosis de 25 mglkg vy 50 mgikg
de peso de dexametasona y 48 horas después se obtuvieron suspensiones de placa
de Peyer (PP) en las cuales se determiné el nimero total de células asi como la
cantidad de células productoras de anticuerpos por el ensayo de placa hemolitica
inversa. La dexametasona a dosis de 25 mg/Kg {Figura 5) no alteré en forma
significativa tanto el nimero de células linfoides (p>0.05) ni ia magnitud de la
respuesta de CPA (p>0.05), en los tres experimentos realizados.

En los ratones tratados con 50 mg/kg de dexametasona {Figura 6) Ia
respuesta de anticuerpos fue significativamente menor que en los tratados p <
0.01) lo mismo que el nimero de células linfoides por Placa de Peyer (p < 0.01).
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FIGURA 1. Efecto del estrés en la respuesta inmunitaria humoral en las placas
de Peyer. Los ratones se estresaron por 1h o 3 h durante tres dias y posteriormente se
contd el ndmero total de células en las placas de Peyer y se cuantifics, mediante ensayo de
placa hemolitica, el nimero de células productoras de anticuerpos (CPA)" Los resultados
corresponden a cuatro ensayos diferentes ¥ se muestran como media ., error estandar. Los
ratones estresados por th (n=17) 0 3 h (n=16) tuvieron respuestas de CPA significamente
menores (p < 0.001} con relacién a los testigos (n=18). El nimero total de células en las
placas de Peyer no fue diferente entre los diferentes grupos (p > 0.05).
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Figura 2. Efecto de la hidrocortisona a dosis de 125 mg / Kg.. Los
ratones se trataron con una dosis de 125 mg / Kg de peso corporal y posteriormente
se cuantificaron tanto el nimero total de células como el de eélulas productoras de
anticuerpos en las Placas de Peyer. Se realizaron tres experimentos y los
resultados se muestran como media *. el error estindar. No hubo diferencias

significativas entre los grupos testigo { n = 13) y problemas (n = 15) .
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Figura 3. Efecto de la hidrocortisona a dosis de 250 mg / Kg.. Los
ratones se tratarcn con una dosis de 250 mg / Kg de peso corporal y procedié como
se indica en la figura 2. Se realizaron tres experimentos v los resultados se
muestran como media *. el error estandar. No hubo diferencias significativas entre
los grupos testigo ( n = 16) y problemas (n = 15) .
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Figura 4. Efecto de la hidrocortisona a dosis de 500 mg / Kg.. Los
ratones se trataron con una dosis de 500 mg / Kg de peso corporal y procedié como
se indica en la figura 2. Se realizaron seis experimentos y los resultados se
muestran como media *. ef error estandar. Se encontraron diferencias significativas
tanto en el ndmero total de células como el de células productoras de anticuerpos
en las Placas de Peyer ( p < 0.0001) entre los grupos testigo ( n = 14) y problemas
(n=16).
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Figura 5. Efecto de la dexametasona a dosis de 25 g !/ Kg.. Los ratones
se trataron con una dosis de 25 mg de dexametasona por kilogramo de peso
corporal y procedid como se indica en la figura 2. Se realizaron tres experimentos y
los resultados se muestran como media *. el error estandar. No se encontraran
diferencias significativas tanto en et numero total de células como el de células
productoras de anticuerpos en las Placas de Peyer ( p > 0.05 ) entre los grupos
testigo (n = 13} y problemas {(n=12),
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Figura 6. Efecto de la dexametasona a dosis de 50 mg / Kg.. Los ratones
se trataron con una dosis de 50 mg / Kg de peso corporal y procedid como se indica
en la figura 2. Se realizaron seis experimentos y los resultados se muestran como
media *. el error estandar. Se encontraron diferencias significativas tanto en el
nimero total de células como el de células productoras de anticuerpos en las Placas
de Peyer ( p < 0.01) entre los grupos testigo (n = 29) y problemas (n = 25) .
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VIl DISCUSION

Los estudios acerca del efecto del estrés sobre las respuestas inmunitarias
en el intestino son escasos. Por tai motivo se decidié investigar en relacion con los
posibles efectos del estrés sobre la respuesta inmunitaria humoral en las Placas de
Peyer, para lo cual se empleo un medelo animal para observar si la respuesta
inmune se suprime o no, siendo los ratones un recurso disponible para ia obtencion
de células linfoides.

El procedimiento experimental, consistid, en someter a grupos de ratones
BALB/C a estrés fisico por inmovilizacién y tratamiento con diferentes dosis de
glucocorticoides para comparar la respuesta de anticuerpos (de las clases fgG, igA
e IgM) en PP con ratones testigo, empleando un ensayo de placa hemolitica
inversa.

Los resultados muestran que el estrés fisico produce reduccion en la
respuesta de anticuerpos en el intestino cuando ésta se mide por el nimero de
celulas productoras de anticuerpos en PP. Este efecto probablemente no se debe a
muerte o eliminacion de los linfocitos ¥a que no se observd reduccion en el nimero
total de células linfoides en las PP. En un trabajo se reportd que el estrés fisico
(descargas eléctricas) reduce la respuesta proliferativa de células T de bazo, pero
sin disminucion del namero total de leucocitos o de subpoblaciones de céiulas T.
Por comparacion si hubo reduccién tanto en el ndmero de células como en la
respuesta proliferativa en células de sangre o).

La reduccién en la respuesta de CPA alcanza un maximo con 1 hora de
estrés diario ya que no se observé una mayor reduccién de los animales estresados
por 3 horas. Esto puede tener una explicacién similar a la que se ha reportado en
ratas estresadas. En algunas situaciones de estrés fisico, descargas eléctricas por
ejemplo, se manifiesta lo que se ha llamado “habituacion" al estrés: una sola
exposicion al estrés fisico provoca reduccidn en la respuesta proliferativas de
células T a mitégenos, mientras que cinco exposiciones en el curso de varios dias
provoca que el efecto sobre |la respuesta inmunitaria sea mucho menor
{"habituaciéon”). Este efecto sélo se observa en células de bazo Yy no en

gangre { 40,41).
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Con el fin de indagar sobre qué hormona era responsable, al menos en parte,
se traearon ratones con corticosteroides: hidrocortisona y dexametasona, que
participan en mediar algunos de los efectos del estrés sobre las respuestas

inmunitarias sistémicas.

La hidrocortiszzzona solamente a dosis muy elevadas de 500 mg/kg, tuvo
efecto ya que los ratones tratados 48 horas antes con una dosis Gnica tuvieron
menor nimero de células linfoides y menor respuesta de anticuerpos en las PP en

comparacion con los testigos.

El efecto de fa cortisona y la hidrocortisona ha sido ampliamente estudiado en
el caso de las respuestas inmunitarias humorales sistemicas. La administracién de

corticosteroides suprime marcadamente la respuesta humoral (27)-

La dexametasona también a dosis muy elevadas de 50 mg/kg redujo tanto Iz
poblacion de células linfoides como la produccion de anticuerpos.

Otros autores han utilizado la dexametasona para investigar el posible papel
de los glucocorticoides en el estrés. En ratas la dexametasona reduce
significativamente los niveles de IgA secretoria (bilis) y aumenta también
significativamente la adherencia bacteriana a Ia pared cecal. También reduce en
forma significativa a concentracion duodenal de colecistocinina, disminucion de IgA
(Celulas inmunoreactivas en ileon) y deficiente inmunidad de mucosas, que se
manifiesta como mayor adherencia bacteriana y menor resistencia tisular. Estos
fendémenos pueden contribuir a la mayor adherencia de ias bacterias al epitelio y la
invasion de la mucosa. Ademas los glucocorticoides pueden promover la
transiocacién bacteriana ya que en animales tratados se observé una mayor

cantidad de bacterias en ganglios mesentéricos.

La reduccion en el nimero de células productoras de anticuerpos, también
conocidas como células plasméticas, puede estar directamente relacionado con la
disminucion en el nimero de células linfoides, y menos probablemente al efecto
inhibidor sobre las células responsables de la induccion de las respuestas
inmunitarias: macréfagos y células T cooperadoras. Sin embargo, algunos autores
(Eliiot y Sinciair, 1968) sugieren que la cortisona interfiere con la respuesta de
anticuerpos en alguna fase temprana en la que posiblemente participen las

iz



célulasT.

Un efecto directo de los glucocorticoides sobre las células B o células
plasmaticas es menos probable ya que estas estirpes celulares son resistentes a los

glucocorticoides ().

Ademas de Ia reduccion en ia respuesta inmunitaria humoral en PP que se
describe en este trabajo, se reportd en un estudio realizado in vitro que {a hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) y beta-endorfina, peptidos relacionados con e estrés,
reducen en forma significativa la produccién de anticuerpos de los isotipos IgA, lgG
e IgM en linfocitos de Placas de Peyer estimulados con Concanavalina A ).
También se ha encontrado que el estrés quirargice incrementa el nimero de células
T gamma/delta y disminuye el de las célutas T alfalbeta en la PP de raton.

En la actualidad se acepta que ¢l estrés puede ser uno de los componentes
de cualquier enfermedad, no unicamente de aquellas designadas como
"sicosomaticas”. La susceptibilidad a las enfermedades infecciosas, como la
tuberculosis, puede aumentar en situaciones de estrés,

La reduccion en la produccion de anticuerpos en mucosa intestinal puede

favorecer la infeccion e invasion por microorganismos y parasitos patégenos.

L5
f



Vilii CONCLUSIONES

El estrés fisico no modificéd el nimero de células linfoides, pero si hubo diferencia en
el namero de Celulas Productoras de Anticuerpos CPA, en ratones estresados

durante 1y 3 horas.

En ratones tratados con diferentes dosis de hidrocortisona (125 mg/kg, 250 mg/kg),
no se encontrd diferencia significativa ni en el nimero de células linfoides ni en el
nimero de CPA; sin embargo en ratones a los cuales se les administré 500 mg/kg,

sf se encontré diferencia en el nimero de células linfoides y en ef ndmero de CPA.

Ratones tratados con 25 mg/kg de Dexametasona no se ven alterados ni el numero
de Células linfoides, ni el nimero de Células Productoras de Anticuerpos CPA,

mientras que usando dosis de 50 mg/kg la respuesta si se ve alterada,

Por lo tanto se concluye que a bajas dosis de glucocorticoides no se ve alterada la
respuesta inmune, mientras que empleando dosis elevadas si se altera la respuesta
inmune de los ratones estresados. Puesto que finalizado el tratamiento no se
cuantificaron los niveles plasmaticos de los glucocorticoides no podemos establecer
con certeza cuales fueron los niveles alcanzados. En ratones normales los niveles

son de alrededor de 500 ng/mL.
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