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RESUMEN

Actualmente se sabe el estrés causa importantes modificaciones sobre el
sistema inmunolégico a través de los glucocorticoides y catecolaminas. Uno de los
efectos es el aumento en los niveles de SIgA en la mucosa intestinal mediado por
el aumento en la sintesis, trasporte y secrecion de esta inmunoglobulina. El objetivo
de este estudio fue determinar el efecto de la adrenalectomia sobre la produccion
de plgR y secrecidn de IgA en el intestino delgado de ratones Balb/c sometidos a
estrés agudo por inmovilizacion 1 h. Se consideraron 5 grupos de estudio: 1)
Control; 2) SHAM (Cirugia sin adrenalectomia) 3) SHAM+E (con estrés); 4)
Adrenalectomizado (ADX); y 5) Adrenalectomizado con estrés (ADX+E). En todos
los grupos se determinaron por EIA los niveles de corticosterona sérica; por la
técnica de ELISA la SIgA en liquido intestinal y por Western Blot la expresion de
plgR, IgA y cadena-J en células epiteliales. Los resultados mostraron en el grupo
SHAM+E un aumento en los niveles de corticosterona en suero; SIgA en liquido
intestinal; IgA, cadena J y pIlgR en células epitelilales; En los ratones ADX los
niveles de corticosterona fueron cercanos a cero; La expresion de plgR no mostré
diferencia con el control, corroborando que su produccién esta directamente
relacionada con la estimulacion hormonal. Los cambios estructurales y funcionales
del epitelio del intestino en los ratones ADX sin estrés, favorecieron el transporte de
IgA y cadena J en células epiteliales; En condiciones de estrés el epitelio sufre
todavia mas cambios, explicando porque en el grupo ADX+E la IgA en células

epiteliales no muestra cambios con respecto a los grupos control.
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ABSTRACT

It is known that stress causes significant changes on the immune system
through the production of glucocorticoids and catecholamines. One effect is the
increase in the levels of SIgA in the intestinal mucosa mediated by increased
synthesis, transport and secretion of the immunoglobulin. The objective of this study
was to determined the effect of adrenalectomy on production and secretion of IgA
plgR in the small intestine of Balb/c under acute stress by immobilization 1 h. We
considered 5 study groups: 1) control, 2) SHAM (surgery without adrenalectomy) 3)
SHAM + E (with stress), 4) Adrenalectomized (ADX), and 5) Stressed
Adrenalectomized (ADX+E). In all groups were determined the serum
corticosterone levels by EIA, SIgA in intestinal fluid by ELISA and pIgR, IgA and J
chain in epithelial cells by Western Blot. The results showed in group SHAM + E an
increase in serum corticosterone levels, SIgA in intestinal fluid, IgA, J-chain and
plgR in epithelial cells; The corticosterone ADX levels were near zero; plgR showed
no difference from the control and can be directly related their production to
hormonal stimulation. The changes in the morphology and physiology of intestinal
epithelium in adrenalectomized mice without stress, favored the increase in the
transport of IgA and J chain in epithelial cells, in stress conditions adrenalectomy
undergoes further changes in the intestine, explaining why ADX+E group shows no

change in the expression of IgA in epithelial cells compared to control groups.
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I. INTRODUCCION

1. ESTRUCTURA DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

La principal funcién del sistema inmunolégico es distinguir entre las
moléculas propias, aceptarlas; y reconocer las no propias, procesarlas y
eliminarlas. El sistema inmunoldgico se divide para su estudio en dos sectores
importantes: el sistema inmunoldgico sistémico, compuesto por medula ésea, bazo
y nédulos linfoides; y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), integrado por
el tejido linfoide asociado a nariz (NALT) y trompa de Eustaquio (TALT), tejido
linfoide asociado a bronquios (BALT), tejido linfoide asociado a laringe (LALT),
tejido linfoide asociado a intestino (GALT) y el tejido linfoide asociado al tracto

genitourinario.™

El MALT representa el area mas grande del cuerpo, 900 m? de superficie
corporal y ha desarrollado mecanismos que discriminan entre antigenos
inofensivos como la comida, microorganismos comensales y los patégenos

peligrosos.

Su funcién es proporcionar defensa al individuo en las superficies mucosas
asi como evitar la entrada de antigenos de la mucosa a la circulacion sistémica.
Existe ademas una serie de agentes y mecanismos no inmunoldgicos que
participan en la proteccién junto con el MALT como son la flora bacteriana
residente, que inhiben el crecimiento de patégenos potenciales; la actividad motriz

de la mucosa, peristalsis y su funcién ciliar, que disminuye la interaccion de



patdgenos potenciales con células epiteliales; sustancias como acido gastrico y
sales biliares intestinales que crean en las mucosas un ambiente desfavorable
para el crecimiento de patdégenos; secreciones mucosas que forman una barrera
en las superficies epiteliales y factores humorales innatos como lactoferrina,
lactoperoxidasa y lisozima que tienen efectos inhibidores especificos sobre los

microorganismos. %%

1.1. Tejido linfoide asociado a mucosas

El MALT funcionalmente se divide en sitios inductores y sitios efectores. Los
sitios inductores son tejido linfoide secundario en donde los antigenos son
captados desde la superficie de la mucosa (GALT, BALT y NALT) y estimulan a
los linfocitos T y B “naive”. Después de la activacion los linfocitos T y B migran de
los sitios inductores a los sitios efectores. Los sitios efectores estan presentes en
todo el tejido de las mucosas de manera diseminada y difusa en la lamina propia.
Las células de éste sitio son linfocitos T, gran cantidad de células plasmaticas IgA,

pocas IgG e IgM; y pocos linfocitos B, dendriticas y macréfagos. *

1.2 Tejido linfoide asociado a intestino (GALT)

Las interacciones inmunoldgicas en este nivel se llevan a cabo inicialmente
en el sitio inductor de la respuesta inmunitaria intestinal constituido por placas de
Peyer, foliculos linfoides aislados y ganglios linfaticos mesentéricos;

Secundariamente se crea el sitio efector de la respuesta inmunitaria integrado por



poblaciones de linfocitos intraepiteliales (IEL) y los linfocitos de la lamina propia

(LPL).®

Las placas de Peyer estan formadas por agregados linfoides situados en la
cara anti-mesentérica de la mucosa intestinal, en el humano existen en mayor
numero en el area del ileon. Difieren del resto del tejido linfoide secundario en que
no poseen vasos linfaticos aferentes en su estructura. En ésta estructura, las
células M son enterocitos especializados en la captacion de antigenos luminales,
carecen de recubrimiento de glicocalix y en su superficie luminal presentan
pliegues cortos, irregulares y desorganizados. Por debajo de la monocapa de
células, se encuentra una region difusa denominada cupula subepitelial o regién

del domo, integrada por células dendriticas y algunos macréfagos. &7

Los foliculos linfoides aislados, son estructuras de tejido linfoide que se
encuentran en mayor cantidad en intestino delgado y en menor en el colon; son
estructuras que contienen predominantemente linfocitos B en un 70% vy linfocitos T
en un 30%, que se encuentran en diferentes estadios de desarrollo en estructuras

que contienen un centro germinal. ®

Los ganglios linfaticos mesentéricos se localizan en el mesenterio del
intestino y se dividen, estructuralmente, en tres regiones con distinta composicion
celular: corteza, paracorteza y médula. La corteza contiene foliculos primarios y
secundarios ricos en linfocitos B y células dendriticas interdigitantes y foliculares.

Por el contrario, la paracorteza se caracteriza por una elevada proporcion de



linfocitos T. La médula, region mas interna del ganglio, esta integrada por linfocitos

B, linfocitos T y células plasmaticas.

En la corteza, las células dendriticas residentes internalizan y procesan los
antigenos que llegan a través de la linfa. Las células dendriticas maduras migran
hacia la paracorteza donde presentan el antigeno a los linfocitos Th o T citotoxicos
(Tc) virgenes y de esta forma se originan células T especializadas y se inicia la

respuesta inmunitaria adaptativa. °

Mientras que los linfocitos efectores abandonan los ganglios linfaticos y
migran hacia los tejidos no linfoides; algunos permanecen en el ganglio linfatico
como células de memoria o migran hacia los centros germinales de los foliculos

para promover el proceso final de diferenciacion de los linfocitos B.

Los IEL residen en los espacios intraepiteliales del intestino, bajo las
uniones estrechas y por encima de la membrana basal. Aunque los IEL integran
una poblacion muy heterogénea, la mayor parte presenta un fenotipo supresor o
citotoxico atipico y especifico del compartimento de las mucosas, caracteristicas
que constituyen un fenotipo activado de células efectoras / y de memoria con
capacidad inmunorreguladora, y que proporcionan una respuesta inmediata y muy

efectiva sobre células epiteliales infectadas. ™

Por otra parte, la lamina propia, comprendida entre el epitelio y la
muscularis de la mucosa, contiene células plasmaticas maduras productoras de
IgA, linfocitos T y otros tipos celulares como macréfagos, células dendriticas y

mastocitos. Estas poblaciones se encuentran en estado continuo de migracion,



diferenciacion y renovacion. Las dos poblaciones efectoras a nivel de mucosas,
IEL y LPL, se hallan bajo la influencia de bacterias comensales presentes en el
intestino, las cuales contribuyen al desarrollo de su funcion inmunitaria. La flora
bacteriana intestinal promueve la expansion y adquisicion de la actividad citotdxica
de los linfocitos del epitelio intestinal y desarrolla un papel importante en la
induccion y mantenimiento de la tolerancia oral frente a antigenos presentes en la

dieta, mediante la potenciacién de la produccion de IgA por parte de los LPL. "

Los microorganismos comensales interaccionan también con células
presentadoras de antigeno (APC) del epitelio y lamina propia, promoviendo una
interaccion diferente en los linfocitos Th, induciendo asi, la activacion de células

reguladoras y con ello se desarrolla la tolerancia ante estos microorganismos. "2

En la captacion de antigenos luminales. Los antigenos pueden penetrar en
la mucosa intestinal y alcanzar el GALT a través de distintas vias. La entrada a
través de células M presentes en las Placas de Peyer constituye la via mas
conocida. La membrana apical de las células M esta disefiada para favorecer la
adhesidon y captacion de antigenos luminales como macromoléculas, particulas
adhesivas, virus y bacterias. Las células M también pueden captar ciertas
proteinas alimentarias e IgA. Una vez efectuada la captacion se inicia el proceso
de transcitosis: las células M internalizan los antigenos luminales mediante
mecanismos de endocitosis o fagocitosis y los transporta a través de sus vesiculas
hacia la membrana basolateral, donde son liberados al espacio extracelular. ™

Una vez ocurrida la transcitosis, la membrana basolateral de las células M

presenta una profunda invaginacién o bolsillo intraepitelial, que alberga linfocitos,



macrofagos y células dendriticas encargadas de procesar los antigenos para la
posterior presentacion antigénica. Estas células captan el material transportado
liberado desde las células M y lo procesan para presentarlo a los linfocitos T
“naive” de la placa de Peyer o pueden migrar por el vaso linfatico eferente hacia
los ganglios linfaticos mesentéricos, donde también encuentran linfocitos T “naive”.
Activados los linfocitos B y T, migran del MALT y ganglios linfaticos a la sangre
periférica para la subsecuente extravasacion a los sitios efectores de la mucosa: el

epitelio y la lamina propia. Figura 1%

Los enterocitos constituyen una segunda posible via de entrada de
antigenos. Presentan menor accesibilidad que las células M debido a su
recubrimiento externo de glicocalix rico en enzimas hidroliticas, hecho que impide
la entrada de agregados macromoleculares y microorganismos. Los enterocitos no
sb6lo son capaces de captar los antigenos solubles que llegan a la superficie
celular, sino también de procesarlos y presentarlos a los linfocitos T. La captacion
de antigenos luminales también puede producirse mediante un mecanismo
paracelular a través de los espacios entre enterocitos, donde células dendriticas
de la lamina propia proyectan sus dendritas a la luz intestinal; después de captar
los antigenos, los transportan a través de los vasos linfaticos que drenan la pared
intestinal hacia las areas de linfocitos T “naive” de ganglios linfaticos mesentéricos

para que una vez activados migren a los sitios efectores. 10
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Figura 1. Reconocimiento de antigenos en los sitios inductores y efectores
del tejido linfoide asociado a mucosas. El antigeno entra por la células M del
intestino donde las células presentadoras de antigeno lo captan y procesan para después
llevarlo al nodo linfatico mas cercano y presentarlo a un linfocito T, el cual estimula al
linfoctio B naive a diferenciarse en una célula plasmatica, la cual viaja por el torrente
sanguineo y llega a la mucosa intestinal en donde produce anticuerpos especificos.
Modificado de Brandtzaeg, et al. 2008. 9



2. IgA INTESTINAL y RECEPTOR DE INMUNOGLOBULINA POLIMERICA

(pIgR)

La inmunoglobulina A (IgA) es una glucoproteina bifuncional que tiene un
peso molecular (PM) aproximado de 160-165 KDa y representa la clase de
anticuerpo mas abundante presente en la mucosa intestinal (80-90 %) y en el
resto del MALT. Se producen cada dia casi 5 g de IgA en las mucosas de los
seres humanos. En los humanos existen dos formas isotipicas de IgA; IgA1 e
IgA2, difiere generalmente entre los dos compartimientos principales en los cuales
se encuentra: la sangre y las secreciones mucosas. En el tejido de las mucosas la
IgA se produce de modo exclusivo como un polimero, predominantemente como
dimero enlazado por una cadena J.'® Las células B indiferenciadas precursoras de
las células plasmaticas secretoras de IgA se activan en placas de Peyer y en los
ganglios linfaticos mesentéricos; las células plasmaticas que secretan IgA? migran
a la lamina propia del intestino; una vez ahi sintetizan y secretan polimeros de IgA,
unidos covalentemente a través de sus regiones constantes y asociadas con una

molécula de unién denominada cadena J; hacia el espacio subendotelial. '8

Para alcanzar los antigenos blancos en la luz del intestino, la IgA se tiene
que transportar 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 polimérica (plgR) sobre sus superficies basolaterales;
Este receptor es una proteina tipo | integral de membrana con un PM de 80 KDa

que se sintetiza en el reticulo endoplasmico rugoso de las células epiteliales de las



mucosas. Esta constituido por una regidn extracelular que une a la IgA polimérica.
Esta region contiene 5 dominios con homologia a los dominios variables de las
inmunoglobulinas; en el dominio 1 se encuentran 3 regiones determinantes de
complementariedad (CDR), que forman un enlace no covalente para la union de la
IgA dimérica. Durante la transcitosis se forma un puente disulfuro entre el dominio
5 del plgR vy la regién Fca de la IgA dimérica. El dominio 5 se conecta a la region
trasmembranal de 23 a.a. y citoplasmatica de 103 a.a. por un péptido que contiene

el sitio de escisién del plgR. Figura 22"
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Figura 2. Estructura del plgR. El receptor de inmunoglobulina polimérica posee en su
estructura una region extracelular de 5 dominios con homologia a los dominios variables
de la IgA polimérica, sitio donde se realiza su union; la region intracelular recibe la senal
para la transcitosis a la luz intestinal. Modificado de Kaetzel, 2005. 67



La parte del dominio extracelular del pIgR tiene alta afinidad por
inmunoglobulinas poliméricas y se enlaza a ellas por medio de la cadena-J; que es
un polipéptido que contiene entre otros componentes carbohidratos, manosa,
galactosa, N-Acetil-Glucosalina, N-Acetil-Galactosamina y acido sialico, tiene un
PM de 15 KDa, es muy hidrofilica y adopta una forma helicoidal. La cadena J es
sintetizada por las mismas células plasmaticas que producen IgA e IgM polimérica.
El complejo IgA-plIgR es internalizado y transportado mediante transcitosis hacia la
superficie luminal del epitelio, donde es liberado por division proteolitica del
dominio extracelular. Parte del receptor dividido permanece con la IgA y se conoce
como componente secretor (SC) confiriendo resistencia frente a proteasas
presentes en el lumen intestinal. El anticuerpo resultante se denomina IgA
secretora. %

Existe una relacion 1:1 entre el componente secretor y la IgA en SIgA, una
molécula de plgR debe ser producida por las células epiteliales por cada molécula
de IgA que es transportada. La produccién de IgA mucosal esta regulada por el
perfil de citocinas presente. Asi, la IL-5, IL-6, IL-10 y TGF-p facilitan la fase final de
diferenciacion de los linfocitos B en células plasmaticas secretoras de IgA. En el
lumen, la SIgA se adhiere a la capa de moco que cubre el epitelio donde puede
neutralizar a los patégenos, a sus toxinas, inhibir sus funciones y/o formar
inmunocomplejos que evitan la penetracion de microorganismos intraluminales y
antigenos de la dieta. Otra funcion puede presentarse cuando el antigeno
interiorizado por la célula epitelial puede reunirse con la IgA y ser neutralizado. Y

finalmente cuando toxinas o patdgenos que han llegado a la lamina propia
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encuentran a la IgA dimérica especifica para patogenos, formandose
inmunocomplejos resultantes que se eliminan hacia la luz a través de la célula

epitelial. Figura 323

ESTROMA LUMEN

Componente
Secretor

Figura 3. Transporte de IgA en el epitelio de las mucosas. En la lamina propia,
las células plasmaticas producen la cadena J y la IgA. La cadena J se une a las IgA
fomando la IgA dimérica (IgA-J). Se transporta a través del epitelio con la ayuda del
receptor de inmunoglobulina polimérico (pIgR), dando como resultado la liberacién de IgA
secretora (SIgA) al lumen intestinal. Modificado de Brandtzaeg, 2009. 18
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2.1 Regulacién de la expresion del pIlgR

El plgR se expresa exclusivamente en célula epiteliales de la piel,
pulmones, intestino y aparato reproductor; con la expresion mas alta en el intestino
delgado y grueso; por lo tanto, su promotor especifico son las células epiteliales.
El nivel de expresion de plgR es regulado por una amplia variedad de factores
dependiendo del tipo celular. Estos factores incluyen citocinas, hormonas, vitamina
A, productos metabdlicos y alimenticios; asi como cambios en el estado fisioldgico
del organismo, incluyendo crecimiento bacteriano excesivo, malnutriciéon y
enfermedades inflamatorias de las mucosas, tales como enfermedad celiaca,
gastritis por Helicobacter pylori y sindrome de Sjogren, pueden alterar la expresion

de ésta proteina integral de membrana: plgR.%*

3. ESTRES

3.1 Definicion

Es el conjunto de procesos y respuestas neuroendocrinas, inmunoldgicas,
emocionales y conductuales ante situaciones que significan una demanda de
adaptacion mayor de lo habitual para el organismo, y/o son percibidas por el
individuo como amenaza o peligro, ya sea para su integridad biologica o
psicologica. La amenaza puede ser objetiva o subjetiva; aguda o cronica. En el

caso de estrés psicolégico lo crucial es el componente cognoscitivo de la
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apreciacion que el sujeto hace de la situacién. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) postula que el estrés “es el conjunto de reacciones fisioldgicas que

prepara el organismo para la accién” .

El primer concepto de estrés fue
formulado por Walter Cannon en 1929, cuando lo defini6 como una reaccion de
lucha o huida ante situaciones amenazantes, postulando que su biologia dependia

de la estimulacién del sistema simpatico-adrenal. %

Posteriormente HansSelye en 1974, introdujo el término de estrés al campo
de las ciencias biologicas para definir estrés biolégico a “la respuesta no
especifica del organismo a cualquier demanda de cambio”; cuya finalidad era
promover la adaptacién del organismo a su medio cambiante. %8 Este mismo autor
definio el sindrome general de adaptacion (respuesta al estrés) como la respuesta
del organismo a algo perdido, un desequilibrio al que se debe hacer frente y

consiste en tres etapas:

a) Fase de alarma: etapa en que el organismo se percata del agente nocivo
(estresor), activa su sistema nervioso simpatico y la corteza y médula de las
glandulas suprarrenales (que secretan glucocorticoides y adrenalina,
respectivamente) para movilizar los recursos energéticos necesarios que haran

frente a la situacion.
b) Fase de resistencia o adaptacién: en ésta etapa el organismo hace frente

al estresor; para ello utiliza los recursos energéticos y al mismo tiempo, los

sistemas y 6rganos innecesarios para sobrevivir a la emergencia.
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c) Fase de desgaste: es la ultima etapa del sindrome; se caracteriza por
imposibilidad del organismo para hacer frente al agente estresor debido al enorme
requerimiento y desgaste energético. Al organismo le fue imposible llegar a la

alostasis. %’

Alostasis es la habilidad de conseguir a través del cambio, una estabilidad y
por medio de ella lograr que el sistema nervioso autonomo (SNA), el eje
hipotalamo- hipdfisis- adrenal, el sistema cardiovascular, inmunologico y el
metabolismo protejan al organismo de los cambios internos y externos producidos

por el estrés. %

3.2 Clasificaciéon
El estrés se puede clasificar por su su etiologia en:
a) Fisico: trauma, cirugia, quemaduras e infecciones.
b) Psicolégico o emocional: problemas interpersonales, disgustos, depresion.
c) Metabdlico: deshidratacién, hemorragias, cetoacidosis, hipoglicemia.
d) Farmacoldgico: cocaina, anfetaminas, hipoglicemia.
O por su duracioén y frecuencia en:

a) Estrés agudo: es la aplicacion de un estimulo estresor que dura de
minutos a horas (su duracion no es prolongada en el tiempo) y se presenta en una

sola ocasion.
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b) Estrés crénico: estimulos repetitivos, la accién de respuesta y el estimulo

estresor se prolongan en el tiempo y la sensaciéon de amenaza es constante.

4. RESPUESTA ANATOMICA Y FUNCIONAL DEL ESTRES Y SU RELACION

CON LOS SISTEMAS NERVIOSO, ENDOCRINO E INMUNOLOGICO

El eje hipotalamo-hipdfisis-glandulas suprarrenales (HHA) es el principal
efector de la respuesta de estrés; ante un estresor el componente nervioso
empieza activando las neuronas del tallo cerebral o las areas del sistema limbico
(respectivamente), estimulando a las neuronas de la region parvocelular del
nucleo paraventricular del hipotalamo que poseen axones que se proyectan a la
capa externa de la eminencia media donde secretan la hormona liberadora de
corticotrofina (CRH) y arginina-vasopresina, llevadas a través de los capilares del
sistema circulatorio portahipofisiario al érgano blanco, las células corticotréficas de
la adenohipdfisis; éstas células liberan a su vez, adrenocorticotrofina (ACTH), que
pasa al torrente sanguineo y alcanza su o6rgano blanco: las glandulas

suprarrenales. %

Las glandulas suprarrenales son un 6rgano par situado en el retroperitoneo,
en la cara anterosuperior de los rinones. Anatémica y funcionalmente se divide
para su estudio en dos: corteza y médula. La corteza suprarrenal sintetiza dos
clases de esteroides: en la zona extrerna (glomerular) sintetiza aldosterona y la
zona interna (fasciculoreticular) los andrégenos y glucocorticoides. En los seres

humanos, la hidrocortisona (cortisol) es el principal glucocorticoide, asi como la
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corticosterona lo es para el ratdn; la aldosterona es el mineralocorticoide mas

importante. *

Los esteroides difunden pasivamente a través de la membrana celular y se
unen a receptores intracelulares. Existen dos subtipos de esteroides
suprarrenales: tipo |, a través del que se ejerce el efecto meneralcorticoide; y el
receptor tipo Il, a través del que se ejerce el efecto glucocorticoide. El cortisol se
une tanto a los receptores tipo | como a los tipo Il, mientras que la aldosterona
unicamente se une a los tipo |. Las acciones de los corticosteroides son muchas,
sus efectos incluyen: alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos; conservacion del equilibrio de liquidos y electrolitos, y preservacion de la
funcion normal de los sistemas cardiovascular, inmunitario, renal, musculo
esquelético, asi como los sistemas endocrino y nervioso. Ademas, por
mecanismos metabolicos, los corticosteroides permiten al organismo resistir
circunstancias que generan estrés, como estimulos nocivos y cambios
ambientales. En ausencia de la corteza suprarrenal, la supervivencia soélo es
posible al conservar un medio optimo, alimentacién adecuada y regular, ingestion
de grandes cantidades de cloruro de sodio y conservacion de una temperatura

ambiental apropiada. Figura 4 %'

El sistema nervioso autbnomo en su divisidén simpatica es otro efector de la
respuesta al estrés, ante un estresor genera la activacién de las neuronas
preganglionares simpaticas, ubicadas en el asta intermediolateral de los
segmentos toracico 1 a lumbar 2 de la médula espinal, y liberacion concomitante

de noradrenalina por las neuronas posganglionares simpaticas. Asi mismo, la
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activacion simpatica estimula a las células cromafines de la médula de las
glandulas suprarrenales, zona dénde se producen catecolaminas, 90% adrenalina
y 10% noradrenalina, liberandose al torrente sanguineo. La adrenalina aumenta la
frecuencia cardiaca y respiratoria, y el flujo sanguineo a los musculos lo que
prepara al organismo a pelear o huir. *'*?

Ambos tipos hormonales, glucocorticoides y catecolaminas, liberados
durante la exposicién del estrés, ejercen funciones inmunomoduladores, con lo
que contribuyen a regular el funcionamiento del sistema inmunolégico. Seyle en
1936 describié por primera vez que posterior a la exposicion al estrés durante
periodos prolongados ocurria lo que denomind, la triada al estrés: hipertrofia
suprarrenal, ulceracion gastrica e hipotrofia de timo y ganglios linfaticos. Durante
las fases de alarma y agotamiento del sindrome general de adaptacion ocurre
inhibicion del sistema inmunolégico como respuesta normal del organismo ante el
estrés. 3334 Los glucocorticoides y las neurohormonas por el intento de restablecer
la homeostasis, inhiben el funcionamiento de los sistemas de mayor gasto
energetico como el digestivo, el crecimiento y el sistema inmunologico. Ademas
ejercen influencia directa sobre el funcionamiento de las células inmunes al
acoplarse a sus receptores especificos, localizados en el citoplasma y membrana
celular; asi como ejercer efectos indirectos al alterar la produccion de citocinas
como el interferdn vy, el factor de necrosis tumoral y las interleucinas 1, 2 y 6; todas
necesarias para la maduracion y movilizacion de los linfocitos y otras células
inmunitarias. ***® Los o6rganos linfoides primarios y secundarios, asi como los

linfocitos T y B, neutrofilos, monocitos/macréfagos, poseen receptores de
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esteroides suprarrenales tipo Il a través del que se ejerce el efecto glucocorticoide;
Al acoplarse con sus receptores citoplasmaticos en las células del sistema
inmune, se traslocan al nucleo y funcionan como factores de transcripcion para
numerosas proteinas sintetizadas por linfocitos, macrofagos y otros tipos de
células inmunitarias; algunas de éstas proteinas son citocinas y receptores de
superficie de las células. **® E| sistema nervioso en su divisién simpatica (SNS),
inerva la red vascular y parénquima de los o6rganos linfoides primarios, como

médula 6sea y el timo; y a los secundarios como bazo, ganglios linfaticos y MALT.

Se ha comprobado que el SNS en el intestino tiene influencia en la
regulacion de ciertas actividades como la produccion de mucina producida por las
células de Globet, la absorcién de agua por las células intestinales epiteliales,
permeabilidad de la mucosa y degranulacion de los mastocitos. Los nervios
simpaticos productores de noradrenalina tienen inervacidn en la vasculatura y
parénquima de organos linfoides, (incluyendo el intestino) y establecen contactos
similares a sinapsis neurona- neurona con células inmunitarias. La inervacion en
éstos organos influye en la funcidon de las células inmunitarias; promoviendo la
proliferacién, diferenciacion, movilizacion y produccion de citocinas de los
linfocitos, timocitos, células NK y granulocitos. 34%*° | a comunicacion entre el
SNC y el inmunolégico es bidireccional. Las citocinas producidas por las células
del sistema inmunoldgicos pueden ejercer su accion sobre células del SNC pues
estas también poseen receptores especificos para las mismas. Ademas, las
células del sistema inmunoldgico también son capaces de producir muchos de los

mediadores producidos por el tejido nervioso. Por ejemplo, la interleucina 1 (IL-1)
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provoca la sintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) por el
hipotalamo; induciendo asi, la sintesis de mas hormonas del estrés. Ademas, los
mismos linfocitos pueden producir hormonas del estrés como ACTH, prolactina y

la hormona de crecimiento. 442

En presencia de un estimulo estresante, se elevan los niveles circulantes de
las citocinas proinflamatorias: TNF-a y el IFN-y ademas de IL-6, pero bajas
cantidades de IL-4 e IL-10. *** En general, las citocinas son glicoproteinas que se
generan en diferentes células del organismo, incluido el tejido nervioso. El efecto
de las citocinas es dosis-dependiente. Si la concentracién esta en el nivel de 1 nM,
los efectos son locales y, si aumenta a 10 nM, los efectos son sistémicos y
conductuales. Una de las fuentes principales de las citocinas son los linfocitos T
CD4", conocidos como linfocitos cooperadores (Th). Estas células secretan
diferentes citocinas y, dependiendo de su tipo, se clasifican en linfocitos
cooperadores tipo | (Th1) o tipo 2 (Th2). Las citocinas proinflamatorias se
caracterizan por una respuesta tipo Th1, se encuentran la IL-1, 2, 12 el TNF-a y el
IFN-y. Por su parte, la respuesta tipo Th2 se caracteriza por la secrecién 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, dependera la eficiencia de la respuesta inmunolégica que desarrolle

cada individuo. Figura 4 4>
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Figura 4. Eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal en respuesta al estrés. Se inicia en
la corteza cerebral ante un agente estresor, estimula al nucleo paraventricular y a la
hipdfisis la cual secreta ACTH. Esta ultima hormona viaja por el torrente sanguineo hacia
la corteza de las glandulas suprarrenales liberando glucocorticoides y catecolaminas (por
estimulacion de las neuronas simpaticas a la médula suprarrenal); interaccionan con los
sistem8a7$ neuro-inmuno-endaécrinos, en respuesta al estrés. Modificado de Sirera et al,
2006.
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4.1 Efecto del estrés mediado por el sistema nervioso sobre el MALT

Se ha comprobado que el SNS en el intestino tiene influencia en la
regulaciéon de ciertas actividades como la producciéon de mucina producida por las
células de Globet, la absorcion de agua por las células intestinales epiteliales,
permeabilidad de la mucosa y degranulacion de los mastocitos. Los nervios
simpaticos productores de noradrenalina tienen inervacion en la vasculatura y
parénquima de drganos linfoides, incluyendo el intestino y pueden influir en las
funciones de proliferacion, diferenciacion, movilizacion y produccién de citocinas,

de las células inmunitarias. *°

4.2 Efectos del estrés sobre la produccion de pigR

En estudios de la regulacion neuroendocrina con respecto al plgR se ha
determinado su sintesis y secrecién en sitios como glandulas lagrimales y
salivales.”®™ El sistema nervioso auténomo estimula la expresion de pIgR en
células epiteliales de glandulas salivales y lagrimales asi como en lineas de
células epiteliales del intestino delgado de rata y colon humano. El incremento en
la expresion de plgR puede contribuir al rapido incremento (< 1 hora) de la
secrecion de IgA en la glandula salival y en el intestino, que ocurre durante la
estimulacion directa de los nervios simpaticos y parasimpaticos o con

neurotransmisores autonémicos tales como acetilcolina y noradrenalina. -

La expresion de pIlgR también es regulada por hormonas esteroides

sexuales y glucocorticoides y por hormonas polipeptidicas en tipos celulares y en
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sitios especificos. Los estrogenos y la progesterona tienen efectos antagdnicos en
el endometrio humano y de rata; como consecuencia la expresion plgR varia

durante el ciclo estrogénico. 2%

Por otro lado, los androgenos aumentan la
expresion de plgR en tejido reproductor tanto de machos como de hembras e
incrementan la expresion de pIlgR en glandula lagrimal de ratas macho. Los
glucocorticoides incrementan la expresion in vivo del plgR en suero, saliva y bilis
de rata. Poco se sabe sobre la regulacion por glucocorticoides en la expresion de
plgR en humanos, en mucosa intestinal y en situaciones como el estrés. Las
hormonas hipofisiarias prolactina y vasopresina, modifican la expresion del plgR,
aumentado su expresion en la glandula mamaria, pero sus efectos no han sido
bien estudiados en humanos u otros roedores, debido a la alta concentracion de

SC libre y SIgA en el calostro y leche. Finalmente la vasopresina y la restriccion

de ingesta de agua aumentan la expresion de plgR en células epiteliales del rifion.

En presencia de estrés los glucocorticoides y catecolaminas tienen efectos
sobre la regulacién de las citocinas.®® Varias citocinas inmunoreguladoras y
proinflamatorias que incluyen IL-4, IFN-y, TNF-a y TGF- aumentan la expresion
de plgR en células epiteliales cultivadas. Este efecto depende de la sintesis de
proteinas de novo y tiene lugar a nivel de la transcripcion en el cual la IL-4 e IFN-y
tienen el mayor efecto. El papel de estas citocinas en la expresion pIgR in vivo es
mucho menos conocido, pero las citocinas producidas por la células epiteliales,
linfocitos intraepitelias y de lamina propia pueden regular su expresion en

condiciones normales o durante infeccion e inflamacion. 86
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5. ANTECEDENTES GENERALES

Los resultados de los efectos del estrés agudo sobre la produccién de IgA
en diferentes estudios han sido diversos; Ramal y cols, reporté una disminucién en
los niveles de IgA en suero inducido por un periodo excesivo de ansiedad®;
Laidlaw y cols, no observaron cambios en el mismo tipo de estrés®®. Sin embargo
Rehenbinder y cols, demostraron que los niveles disminuyen en sangre y

aumentan en heces fecales®.

El estudio de los efectos del estrés sobre la inmunidad de mucosas se ha
basado principalmente en la determinacion de la secrecion de IgA en
saliva.*"838478.77 Diversos estudios han analizado la relacién entre los niveles de
IgA secretora en saliva y diferentes circunstancias de estrés, tales como ejercicio,
estados de humor, y examenes académicos; sin embargo, los resultados han sido
contradictorios. En unos se encuentra que el estrés psicoldgico y fisico reduce los
niveles de IgA presente en la saliva de individuos humanos, por el contrario, en
otros se encontré que los niveles de IgA aumenta como consecuencia del
estrés®?838485 | o anterior impide realizar una conclusion acerca del efecto del
estrés sobre la respuesta inmune humoral de las mucosas, representada por la

SIgA.

6. ANTECEDENTES DIRECTOS

Las investigaciones de los efectos del estrés sobre el GALT se han

enfocado principalmente a la mucosa oral siendo muy pocos los estudios

23



enfocados a la mucosa intestinal; se ha estudiado casi exclusivamente sobre las
enfermedades inflamatorias del intestino; la informacion existente confirma que el
estrés psicologico desempena un papel fundamental en la fisiopatologia y
presentacion clinica de la enfermedad inflamatoria del intestino.>!®25%9192

Estudios en animales confirman que el estrés contribuye a la patogénesis de esa

enfermedad®*.

Los estudios que se relacionan mas con éste trabajo son los de Jarillo-
Luna, et al 2007; donde se evalu6 el efecto del estrés cronico inducido por
restriccion de movimiento de 1h y 4h por 4 dias en ratones Balb/c; se demostro
que existe una reduccion de la concentracidon de IgA intestinal, sin cambios en el
numero de células productoras de IgA en la lamina propia del intestino delgado
siendo este efecto reversible con la adrenalectomia ya que este procedimiento
restauré la produccion de IgA intestinal en los ratones estresados, aumento la
SIgA significativamente con respecto al control en el estrés de 4h; sin embargo

disminuyo la SIgA en el estrés de 1h.%%’

Reyna-Garfias, et al. 2009; en ratas Wistar, aplicd estrés cronico inducido
por restriccion de movimiento de 3h por 7 dias, reportd que las ratas ADX sin
estrés no muestran cambios de SIgA; las ratas ADX a las que se les aplico estrés

crénico en comparacion a los no ADX muestran decremento de SigA. %

Por todo lo anterior se puede inferir que la respuesta a nivel inmunolégico
depende tanto del tipo de estrés, como del modelo animal y la duracion e

intensidad del mismo (agudo y crénico).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El primer problema a estudiar radica en la expresion de los niveles de SIgA
de ratones estresados. Estudios previos han mostrado resultados controversiales
ya que reportan una disminucion en los niveles de SIgA,*"*°®* y otros que por el
contrario, un aumento en los niveles.>>*® Estos resultados heterogéneos pueden
deberse al tipo, a la duracion del estrés y al modelo animal empleado en el
estudio. Lo que si se ha demostrado es que puede aumentar el numero de células
plasmaticas productoras de IgA o el transporte de IgA mediado por el plgR.
Existen varios factores que en condiciones de estrés modifican la expresion y la
cantidad de SlgA; estos factores son los glucocorticoides y las catecolaminas que
se elevan como respuesta al estrés, estas hormonas tienen efectos sobre el
sistema inmunoldégico pero no sabemos el efecto directo que tienen sobre la SIgA.
Por esta razon se quitaran las glandulas suprarrenales y se estudiara el efecto con

y sin estrés.

El problema que se propone estudiar es el siguiente: ; Cual es el efecto de
la adrenalectomia sobre la produccion de pIgR y secrecion de IgA en el intestino

delgado de ratones adrenalectomizados sometidos a estrés agudo.
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ll. JUSTIFICACION

La mucosa intestinal es sitio de entrada de microorganismos
potencialmente patdogenos por lo tanto es importante establecer cuales son los

efectos del estrés sobre las respuestas inmunitarias en este sitio anatémico.

La SIgA representa la clase de anticuerpo mas abundante presente en la
mucosa intestinal y en el resto del MALT,; el plgR desempefia un papel clave en la
inmunidad de las mucosas ya que podria no haber SIgA luminal contra patégenos
que invaden las mucosas sin la existencia de plgR, sintetizado en la superficie
basolateral de las células epiteliales. Una molécula de plgR se consume por cada
ronda de transporte de IgA a la luz intestinal; por lo tanto, el plgR al asegurar la
eficiente secrecion de IgA especifica para patdogenos y no patégenos, contribuye al

mantenimiento de la homeostasis de la mucosa.

Los efectos del estrés mediado por los glucocorticoides y catecolaminas
sobre las respuestas inmunitarias en mucosas se han estudiado casi
exclusivamente sobre las modificaciones en los niveles de SIgA y practicamente
no existen estudios acerca del efecto del estrés sobre la produccién de plgR y por

lo tanto de la secrecion de IgA en el lumen intestinal.

Por todo lo anterior es importante analizar los efectos del estrés y de la
supresion de las principales hormonas producidas durante éste (glucocorticoides y

catecolaminas) sobre la expresion de plgR y por lo tanto de la SIgA.

26



IV. HIPOTESIS

Si los efectos del estrés sobre la produccion del plgR y secrecion de IgA
dependen de la accion de los glucocorticoides y las catecolaminas entonces la

remocion de las glandulas suprarrenales eliminara tal efecto.

V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar el efecto de la adrenalectomia sobre la produccion de plgR y
secrecion de IgA en el intestino delgado de ratones adrenalectomizados sometidos

a estrés.

B. Objetivos particulares

Determinar los niveles de corticosterona sericos en ratones

adrenalectomizados.

Determinar el efecto de la supresion de la secrecidon de glucocorticoides y
catecolaminas mediante la adrenalectomia sobre la produccién de plgR, cadena J
e IgA en células epiteliales.

Determinar el efecto de la adrenalectomia sobre la produccién de SIgA en

liquido intestinal.
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1.

VI. MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Se utilizaron ratones de la cepa Balb/c, machos, de 12 semanas de edad;

proporcionados por el bioterio de la Escuela Superior de Medicina, del Instituto

Politécnico Nacional; previamente desparasitados con mebendazol y metronidazol.

Los procedimientos realizados en los animales cumplieron con los requerimientos

que en la materia determinan la norma: NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones

técnicas para la producciéon, cuidado y uso de los animales de laboratorio”

SAGARPA; y “La guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio”

National Research Council.

2,

Grupos de experimentacion

Los animales se dividieron aleatoriamente en 5 grupos de estudio:

1.

Ratones control sin ninguna intervencion quirdrgica y mantenidos bajo
condiciones libres de estrés. (Control)

Ratones sometidos al mismo procedimiento quirdrgico que los
adrenalectomizados sin la remocion de las glandulas suprarrenales (SHAM).
Ratones bajo el mismo procedimiento quirdrgico que los adrenalectomizados
sin la remocion de las glandulas suprarrenales sometidos a estrés agudo

(SHAM+E).
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4. Ratones adrenalectomizados sin estrés (ADX).

5. Ratones adrenalectomizados sometidos a estrés agudo (ADX+E).

3. Diseno experimental

Los ratones utilizados en el proyecto se dividieron aleatoreamente en 5
grupos: 1) Ratones control; 2) Ratones SHAM; 3) Ratones SHAM+E; 4) Ratones
ADX; y 5) ADX+E. El tamafo de muestra fue de seis ratones por grupo y el ensayo

se llevé a cabo por duplicado siendo los experimentos independientes entre si.

De cada grupo se obtuvieron suero para la determinacion de corticosterona
por EIA, liquido intestinal para determinar los niveles de SIgA por la técnica de
ELISA y Western Blot. Y finalmente se obtuvieron células epiteliales para
determinar la expresiéon de IgA, cadena J y plgR por la técnica de Western Blot,

Figura 5.
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Ratones Balb/c

2[Repeticionesl
N=[5]

Ratén Ratén SHAM | Raton SHAM § Raton ADX Raton ADX

Control Sin estrés Estrés Agudo § Sin estres @ Estrés agudo
|

Obtencion de muestras bioldgicas

Plasma Liquido Intestinal Células epiteliales
Corticosterona SlgA IgA, pIgR, cadena-J
EIA ELISAy WB Western Blot

Figura 5. Disefio experimental del proyecto de investigacion. Los ratones del
proyecto de investigacion de dividieron en 5 grupos: 1. Raton control; 2. Raton SHAM
(cirugia sin adrenalectomia); 3. Raton SHAM + E (cirugia sin adrenalectomia sometido a
estrés agudo); 4. Raton ADX (adrenalectomizado); y 5. Raton ADX +E
(adrenalectomizado + Estrés agudo). Se obtuvo plasma, liquido intestinal y células
epiteliales para su procesamiento por las técnicas de EIA, ELISA y Western Blot.

Xl Adrenalectomia bilateral
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La cirugia se realiz6 en horario matutino (9:00 am). La anestesia general se
administré con pentobarbital sédico a una dosis de 4 mg/100 g de peso via
intraperitoneal. El procedimiento se inicié afeitando con cuidado el area de incision
quirurgica, tratando de no provocar soluciones de continuidad y se realizé asepsia
y antisepsia del area con benzal y yodopovidona.

Por medio de un abordaje posterior en el area lumbar, se realizd sobre la
linea media una incision de 1 cm aproximadamente, disecando los tejidos por
debajo de ambos bordes costales. En el mismo sitio, paralelo a la columna
vertebral, de manera bilateral, se realizé una segunda y tercera incision en el polo
superior de ambos rifiones; se procedid a ubicar las glandulas suprarrenales
separando y disecando los tejidos, posteriormente se retiraron cada una de ellas
mediante traccion con una pinza de diseccion curva de uso oftalmoldgico; se
aplic6 hemostasia por compresidon y se cerraron en dos planos. En el
postquirdrgico inmediato, se les administré corticosterona intraperitoneal a una
dosis de 5 mg/kg. En el periodo de recuperacion (15 dias), se les administré por
via oral solucién mixta (glucosada al 10% y NaCl 0.9 %); y su dieta habitual “The
Rat Chow” (humedad 12 %, proteina 22 %, grasa 4 %, calcio 1 %, fibra 5 %,
cenizas 8 %, fésforo 0.74 %) y cambio de cama cada dos dias. """"2

Los ratones se colocaron en cajas medianas con dos ratones cada una, en
un ambiente con poco ruido, sin movimiento y sin manipulacion de los animales al

momento de la limpieza.

5. Protocolo de estrés agudo
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Como modelo de estrés que se utilizé la inmovilizacion durante una hora.
El modelo consiste en la fijaciéon de las cuatro extremidades y la cola sobre una
superficie plana. Este protocolo se aplico 15 dias después del procedimiento

quirurgico.

6. Sacrificio y obtencion del material biolégico

Al término del protocolo de estrés; cada grupo de ratones se anestesio con
ketamina a una dosis de 100 Ul, por via intraperitoneal y se obtuvieron de 0.5 a 1
mL de sangre por puncion cardiaca. La sangre se centrifugd para la obtencion de
suero el cual fue almacenado en alicotas de 600uL a -70°C hasta el momento de
sus analisis para la cuantificacion de corticosterona. Se continué con la diseccién
sobre la linea media abdominal para disecar el intestino delgado para la obtencion

de liquido intestinal y células epiteliales.

6.1 Liquido intestinal

El liquido intestinal se obtuvo por medio de un lavado de la luz intestinal
realizado con 5 mL de PBS 1X el cual fue transfundido con ayuda de una canula la
cual fue introducida 0.5 cm por uno de los polos del intestino delgado. Al liquido
intestinal colectado se le agregaron 100 pL de inhibidor de proteasas (Complete
Mini, Roche) y se centrifugé a 4500 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante

obtenido después de la centrifugacion fue almacenado en alicuotas de 500 puL a -
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70 °C hasta el momento de su analisis para la determinacion de SIgA por la

técnica de ELISA y Western Blot.

6.2 Obtencion de células epiteliales

Una vez lavado el intestino, fue evertido e incubado en 50 mL de EDTA
disddico 1.5 mM en medio de cultivo RPMI (Sigma Chemical); e incubado a bafio
Maria a 37 °C en agitacion constante (~150 rpm), durante 30 min. El intestino fue
disgregado con el embolo de una jeringa para desprender las células epiteliales.
La suspension celular fue filtrada a través de una malla de organza, transferida a
un tubo coénico de 15 mL y centrifugada a 1500 rpm durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y el botdon celular fue resuspendido con 10 mL de
medio de cultivo RPMI. La suspension celular fue filtrada a través de una malla de
organza y nuevamente centrifugada bajo las mismas condiciones. Posteriormente
el boton celular fue resuspendido en 4 mL de Percoll al 20 % (GE Healthcare Bio-
Sciences) y transferido a un tubo de plastico conico que contenia 4 mL de Percoll
al 40% con la finalidad de formar un gradiente (40:20). Los tubos fueron
centrifugados a 2500 rpm durante 25 minutos a 4°C con 0 de aceleracion y 0 de
desaceleracion. Se recuperaron las células obtenidas de la interface que
corresponden a las células epiteliales, se lavaron con 10 mL de medio de cultivo
RPMI y se centrifugaron a 1500 rpm, durante 10 min a 4 °C para eliminar el
excedente de Percoll y asi evitar la muerte celular ocasionada por este medio. El

botdn celular fue recuperado y resuspendido en 1 mL de bufer de lisis, compuesto
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por 900 uL de solucidn homogenizadora (Trisma base) y 100 pL de inhibidor de
proteasas; posteriormente se homogenizaron con un homogenizador de mano
(Tissue Ruptor 230 V, 50/60 Hz EU/CH; 9001272). Se centrifugé 10000 rpm
durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante fue recuperado y almacenado en alicuotas
de 200 pL a -70 °C hasta el momento de su analisis para la deteccion de la
expresion de plgR, IgA, SIgA, B-actina y cadena-d por la técnica de Western

Blot.”®

7. Cuantificacion de corticosterona sérica por la técnica de EIA

La concentracion de corticosterona fue determinada en suero por medio de
inmunoensayo enzimatico (EIA, por sus siglas en ingles enzyme immunoassay)
utilizando un kit de la marca Stressgen (catalogo 901- 097 480), con base a las
instrucciones del fabricante. La lectura de la placa se llevé a cabo en un lector de
ELISA (BIO-RAD), con una longitud de onda de 405nm. Se realiz6 una curva

estandar para conocer la concentracion de corticosterona en ng/ml.

8. Cuantificacion de SIgA en liquido intestinal por la técnica de ELISA

Los niveles de SIgA en liquido intestinal se determinaron por la técnica de
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, acronimo del inglés

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) en todos los grupos de experimentacion.
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Se realizd una curva estandar con IgA de mieloma de raton para conocer la
concentracion de IgA en las muestras biolégicas. El ensayo se llevo acabo por
duplicado de la muestra en una placa de ELISA de 96 pozos de fondo plano, la
placa fue cubierta con 100 pyL/ pozo de una solucién de anticuerpo anti-IgA de
mieloma de ratéon hecho en conejo a una dilucién 1:100 en bufer de carbonatos
con pH de 9.3 y se incubo toda la noche en refrigeracion a 4 °C. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con una solucion de Tween al 0.05 % en PBS a pH 7.4 (PBS-
T) de 2 min por cada lavado y otros 3 lavados con PBS 1X de 2 min por cada

lavado.

La placa se bloqueo con 100 uL/pozo de leche libre de grasas al 6 % en
PBS-T al 0.05%. Se realizaron 3 lavados con PBS-T de 2 min y 3 lavados con
PBS 1X de 2 min. Posteriormente se agregaron 100 pL/pozo de cada muestra de
liquido intestinal diluida 1:5 en PBS-1X. La placa se incub6 a 4 °C durante toda la
noche. Al dia siguiente, la placa se decantdé y se lavo 3 veces con PBS-T y 3
veces con PBS 1X. Se agregaron 100 uL de un anticuerpo anti-IgA peroxidado de
raton (Sigma) diluido 1:3000 en una solucion de PBS-T e incubada 2 h a 37°C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 2 min con PBS-T y se agregaron 100
ML de una solucién de sustrato/pozo (acido citrico 0.1 M, difosfato disodico 0.2 M,
peroxido de hidrogeno al 30 % y orto-fenidiamina 4.6 mM en agua destilada) y se
incubd la placa a temperatura ambiente (TA) en oscuridad durante 10 minutos. La
reaccion se detuvo agregando 50 uL por pozo de una disolucién de acido sulfurico
2.5 M. La absorbancia fue determinada en un lector de placas de ELISA utilizando

un filtro de 492 nm.
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9. Determinacién de plgR, B-actina, IgA y cadena J en células epiteliales

SIgA en liquido intestinal, por la técnica de Western Blot

La concentracién proteica en el homogenizado de células epitelilales se
determiné por el método de Bradford.” Se utilizaron 50 ug de cada extracto
proteico/pozo de células epitelilales y 30 ug de liquidos intestinales. Previo a la
electroforesis cada muestra se incub6 con B-mercaptoetanol y buffer de carga a
bafio Maria a 80 °C durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas. Se
separaron por peso molecular en un gel de poliacrilamida al 10 %. La
electroforesis se llevo a cabo a 88 V durante 2 h. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana a 20 V para SIgA, IgA, plgR y B-actina, durante 60
min; y 15 V durante 45 min para cadena J, en una camara de transferencia semi-

Seca.

Para la determinacién de IgA, SIgA, B-actina y cadena J las membranas
fueron bloqueadas con una solucion de leche al 5% (w/v) en bufer PBS-T durante
2h a agitacion constante. Fueron incubadas con una solucion de anticuerpo
primario policlonal anti-IgA (anti conejo) a una diluciéon 1:10,000, durante toda la
noche en refrigeracion y en agitacion continua. Posteriormente se realizaron 3
lavados de las membranas con solucién PBS-T de 10 min cada uno en agitacion
constante.

Para la determinacion de plgR las membranas fueron bloqueadas con una
solucion de gelatina de pescado al 1% (w/v) diluida en bufer PBS-T durante 2 h
en agitacion constante. Posteriormente las membranas fueron incubadas con una

solucion de anticuerpo primario policlonal anti-componente secretor (SC) a una
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dilucion 1:10 000, durante toda la noche en refrigeracion y en agitacion continua.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solucion PBS-T y
las membranas se incubaron con una solucion de anticuerpo secundario anti
conejo a una dilucion 1:10 000 en gelatina de pescado durante 2 h a TA en
agitacion constante. Se realizaron 3 lavados de las membranas de 10 min cada
uno con solucion PBS-T.

Después de realizar los lavados, en ausencia de luz, las membranas fueron
incubadas durante 1 min con luminol; las bandas fueron detectadas por
quimioluminiscencia usando una pelicula fotografica con una exposicién de 30
segundos para la IgA, SIgA y cadena-J; y 2 min para el plgR. La densitometria de

las bandas de proteinas fueron determinadas con el software Quantity One 1-D. "

10. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilzando el paquete estadistico Sigma Plot
version 11.0. Se considero como estadisticamente significativo un valor de p < a
0.05. Los datos se presentaron como la media + desviacién estandar. Para la
comparacion de la media entre dos grupos se utilizd la prueba t de Student. La
comparacion de mas de dos grupos se determiné con la prueba de ANOVA de una

via.
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VIl. RESULTADOS

1. Concentracion de corticosterona sérica

La concentracidon de corticosterona sérica fue determinados en todo los

grupos de estudio por la técnica de inmunoensayo enzimatico.

La Figura 6 muestra la concentracién de corticosterona en suero en los

diferentes grupos de estudio.

En el grupo SHAM+E las concentraciones de corticosterona en suero
(39.07 £ 3.78 ng/mL), aumentd significativamente en comparaciéon con el grupo

control (5.4 £ 2.5 ng/mL) (p<0.001),

Entre el SHAM sin estrés (6.5 + 1.2 ng/mL) y el control (5.4 £ 2.5 ng/mL) no
existen diferencias significativas, sin embargo, se puede observar una clara
diferencia estadisticamente significativa cuando se compararon con el grupo de
animales adrenalectomizados, cuyos niveles de corticosterona (1.3 + 0.6 ng/mL)
no se elevaron en respuesta al estrés manteniéndose significativamente por de

bajo de los ratones control (p <0.001).

La comparacion de los grupos estresados es significativa, el grupo
SHAM+E (39.07 £ 3.78 ng/mL), presentd mayor concentracion de corticosterona

en comparacion al grupo ADX+E. (1.9 £ 0.7 ng/mL) (p<0.001).
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Figura 6. Concentracion de corticosterona sérica. Los datos representan la
media = desviacion estandar. Se muestran los 5 grupos de estudio descritos en
materiales y meétodos. El grupo SHAM+E tiene un aumento significativo de los
niveles de corticosterona con respecto a los demas. En el grupo
adrenalectomizado no se elevaron los niveles de corticosterona en respuesta al
estrés, manteniéndose por de bajo de los ratones control.; *p <0.001 VS Control;
*xp<0.01 VS ADX+E
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2. Concentracion de SIgA en liquido intestinal

La concentraciéon de SIgA en liquido intestinal fue determinado por la
técnica de ELISA. En la Figura 7 se muestra las concentraciones de SIgA en los

diferentes grupos de estudio.

Los grupos SHAM+E (0.442 + 0.058 pug/ul), ADX+E (0.407 + 0.036 ug/ul) y
ADX (0.425 £ 0.053 pg/ul) presentaron una mayor concentraciéon de SIgA con
respecto al grupo control (0.287 + 0.0432 ug/ul) y fue estadisticamente

significativa (p<0.001).

El grupo SHAM+E (0.442 £ 0.058 ng/ul) mostré un aumento significativo en
la produccion de SIgA con respecto al grupo SHAM (0.334 £+ 0.043 nug/ul)
(p<0.001). Del mismo modo los grupos adrenalectomizados sin estrés (0.425 +
0.053 pg/ul) y con estrés (0.407 + 0.036 pg/ul) también mostraron un aumento
significativo en comparacion al grupo SHAM (0.334 + 0.043 pg/ul) (SHAM VS

ADX, p<0.001; SHAM VS ADX+E, p=0.003). Figura 7
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Figura 7. Concentracion de SIgA en el liquido intestinal. Los datos representan
la media + desviacion estandar, de dos experimentos independientes entre si, n=6
ratones por grupo. Los grupos SHAM+E, ADX+E y ADX presentan una mayor
concentracion de SIgA, siendo estadisticamente significativo con respecto al grupo
control y al grupo SHAM. *p<0.001 VS Control; **p<0.001 VS SHAM.
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3. Expresion de SIgA en liquido intestinal

La expresion relativa de SIgA existente en el liquido intestinal fue
determinado por medio de la técnica de Western Blot. Los resultados se muestran

en la Figura 8.

Los ratones SHAM+E (1.215 £ 0.085) presentaron una mayor expresion de
SIgA y esta fue estadisticamente significativa (p<0.001) con respecto al grupo
control (0.351 + 0.067). Del mismo modo los ratones adrenalectomizados

mostraron un aumento significativo (p<0.01).

Al comparar estos grupos con el grupo SHAM (0.373 + 0.057), de igual
manera el grupo SHAM+E (1.215 + 0.085) mostré un aumento significativo en la
produccién de SIgA (p<0.001). Los grupos adrenalectomizados sin estrés (1.097 *
0.161) y con estrés (0.853 + 0.061) también mostraron un aumento significativo

(p<0.01).

La comparacion de los grupos estresados es significativa, el grupo
SHAM+E (1.215 = 0.085) presentd mayor expresion de SIgA (p<0.01), en

comparacion al grupo ADX+E (0.853 + 0.061). Figura 8
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Figura 8. Expresion de SIgA en el liquido intestinal. Los datos representan la
media + desviacion estandar, de dos experimentos independientes entre si, n=6
ratones por grupo. Los grupos SHAM+E, ADX y ADX+E presentan una mayor
concentraciéon de SIgA, siendo estadisticamente significativa con respecto al
control y al grupo SHAM. *p<0.001 VS Control; **p<0.001 VS SHAM; *** p<0.01 VS
Control; ****p<0.01 VS SHAM; +p<0.01 VS ADX+E
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. Expresion de IgA en celulas epiteliales

La expresion de IgA en células epiteliales fue determinada por medio de la

técnica de Western Blot. Los resultados se muestran en la Figura 9.

Los grupos SHAM+E (0.863 + 0.101) y ADX (0.805 + 0.137) fueron los que
presentaron una mayor produccion de IgA siendo ésta diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el grupo control (0.551 £ 0.078) y SHAM (0.605 +

0.076) (p<0.001).

El grupo SHAM+E (0.863 + 0.101) ademas presentd un aumento
significativo de IgA en comparacion al grupo ADX+E (0.623 = 0.029) (p=0.01).

Figura 9
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Figura 9. Expresion de IgA en células epiteliales. Los datos representan la
media + desviacion estandar, de dos experimentos independientes entre si, n=6
ratones por grupo Existe una mayor produccion en los grupos SHAM+E y ADX,
siendo significativa con respecto al resto de los grupos. *p<0.001 VS Control;
**p<0.001 VS SHAM; ***p=0.01 VS ADX+E.
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5. Expresién de cadena J en células epiteliales

La produccion de cadena J en las células del epitelio intestinal fue
determinada por medio de la técnica de Western Blot. Los resultados se muestran

en la Figura 10.

Los dos grupos de ratones adrenalectomizados con (1.220 + 0.193) y sin
estrés tuvieron una mayor produccion de cadena J, donde el ADX fue el mas
destacado por su mayor produccion (1.249 + 0.143), la cual es significativamente
mas alta en comparacién al grupo control (1.059 + 0.109) (p<0.001). De igual
forma presentdé un aumento significativo en comparacion con el grupo SHAM

(1.112 £ 0.134) y el grupo SHAM+E (1.032 % 0.148) (p<0.001).

Los ratones adrenalectomizados sometidos a estrés (1.220 + 0.193),
mostraron de igual forma un aumento estadisticamente significativo en

comparacion con el grupo SHAM+ E (1.032 + 0.148) (p=0.01). Figura 10
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Figura 10. Expresion de cadena J en células epiteliales. Los datos representan
la media £ desviacion estandar, de dos experimentos independientes entre si, n=6
ratones por grupo. Los grupos de ratones adrenalectomizados (ADX+E y ADX)
mostraron un aumento significativo de la expresion de la cadena J con respecto a
los grupos control y SHAM. *p<0.001 VS Control; **p<0.001 VS SHAM; ***p<0.001
VS SHAM+E; ****p=0.01 VS SHAM+E.
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6. Expresién de pIgR en celulas epiteliales

La expresion de plgR en células epiteliales fue determinada por medio de la
técnica de Western Blot en los diferentes grupos de estudio; Los resultados se

muestran en la Figura 11.

La expresion de plgR en células epiteliales se mantuvo constante en los

ratones SHAM (0.847 + 0.097) con respecto a los ratones control (0.932 £ 0.080).

La expresion de plgR en células epiteliales aumentd significativamente en
respuesta al estrés (SHAM+E) (1.456 + 0.248) en comparacion a los ratones

control (0.932 + 0.080) (p<0.001).

En los ratones adrenalectomizados (0.973 + 0.103) se perdi6 esta
respuesta ante el estrés, observandose en estos grupos una expresion de plgR

muy similar al grupo control (0.932 + 0.080). Figura 11
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Figura 11. Expresion de plgR en células epiteliales. Los datos representan la
media + desviacion estandar, de dos experimentos independientes entre si, n=12
ratones por grupo. La produccion de plgR aumenté significativamente en los
ratones SHAM+E con respecto a los grupos control; sin embargo, esta respuesta
se perdié tras la adrenalectomia. *p<0.001 VS Control; **p<0.001 VS SHAM;
***p<0.001 VS ADX; ****p<0.001 VS ADX+E.
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VIIl. DISCUSION

Las respuestas fisioldgicas inducidas por el estrés involucran al eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal asi como al sistema nervioso autonomo; esta
respuesta esta mediada de manera importante por la liberacion de
glucocorticoides y las catecolaminas.?®?° Se sabe que el estrés fisico o mental
aumenta rapidamente la produccion de ACTH, haciendo que la corticosterona se

1.”® EI modelo de estrés

incremente hasta en 20 veces su concentracion norma
agudo inducido por inmovilizacion durante 1 h empleado en la presente
investigacion causé un aumento significativo en la concentracién sérica de
corticosterona en el grupo estresado (SHAM+E), en comparacion con el grupo

control corroborandose asi, el estimulo del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal, lo

que permite validar el modelo de estrés empleado en este protocolo (Figura 6).

Por otra parte, los ratones que fueron sometidos al mismo procedimiento
quirurgico sin remocion de las glandulas suprarrenales y sin estrés (SHAM) no
aumentaron la concentracion sérica de corticosterona demostrando que el

procedimiento quirurgico por si mismo, no modifica este parametro.

Considerando que las glandulas suprarrenales son la principal fuente de
corticosterona, se demostro la eficacia del procedimiento quirurgico con la
determinacion de la concentracion sérica de esta hormona en los ratones
adrenalectomizados; los resultados demostraron que la concentracion de

corticosterona disminuy6 significativamente en comparacion con el grupo control lo
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que permite aseverar que el procedimiento quirurgico fue correcto (Figura 6). Otro
resultado que permite confirmar esta aseveracion, fue la concentracion de
corticosterona en los ratones adrenalectomizados sometidos a estrés, donde se

perdio totalmente la respuesta hormonal ante este estimulo (ADX+E).

Los efectos del estrés sobre las respuestas inmunitarias en mucosas, han
sido investigados en diversos estudios. El sistema neuroendocrino esta
estrechamente relacionado con éstas respuestas inmunitarias; la comunicacion
bidireccional entre el sistema inmunitario y el sistema neuroendocrino dentro del
intestino esta mediada en gran parte, por hormonas (glucocorticoides),
neurotransmisores (noradrenalina, acetilcolina), neuropéptidos (sustancia P,
somatostatina, VIP, etc.) y receptores (receptor glucocorticoide tipo | y tipo Il, etc.)

que son comunes en ambos sistemas.??

La barrera epitelial intestinal posee una funcion importante en la respuesta
inmunitaria del intestino, restringiendo tanto la permeacion transcelular como

paracelular de moléculas, constituyendo una barrera de defensa fisioldgica.

Trabajos previos reportan que el estrés agudo induce cambios estructurales

192 3demas

en el epitelio intestinal provocando una mayor permeabilidad molecular,
posee efectos inmunoestimulantes,®® favoreciendo el aumento de los niveles de
SIgA en liquido intestinal con respecto al control en modelos de estrés agudo

inducidos por inmovilizacion. *9%9%:%7

En el presente estudio la concentracion de SIgA en liquido intestinal medida

por la técnica de ELISA aumentd significativamente en los ratones SHAM
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sometidos a estrés, observandose este mismo efecto en los ratones
adrenalectomizados en comparacién con los grupos control y SHAM; mostrando
asi que el estrés agudo empleado en esta investigacion asi como la
adrenalectomia estimuld la produccion de SIgA (Figura 7). Estos resultados fueron
confirmados por la técnica de Western Blot, donde se observé el mismo

comportamiento de la SIgA en todos los grupos (Figura 8).

Los resultados de IgA evaluada en células epiteliales por la técnica de
Western Blot, mostraron un mayor aumento en la expresién de esta proteina en
los grupos SHAM+E y adrenalectomizado sin estrés (ADX); corroborandose que
en condiciones de respuesta al estrés agudo (SHAM+E) y en ausencia de
glandulas suprarrenales, se estimula una mayor produccién de IgA.

La cadena J es esencial para la capacidad de los polimeros de IgA de
transportarse en forma activa a través de las células epiteliales, uniéndose al
receptor de inmunoglobulinas polimérica (pIgR), al lumen intestinal; su produccion
se genera en el reticulo endoplasmico de las células plasmaticas.?? En éste
estudio se determind la cadena J por Western Blot en células epiteliales, en donde
los adrenalectomizados mostraron una mayor produccion de cadena J, en
comparacion con los grupos SHAM vy control que no mostraron cambios
significativos.

Estudios recientes, enfatizan el efecto de los glucocorticoides sobre las
funciones inmunoldgicas de la mucosa intestinal, ejerciendo un efecto regulador a
travées de la apoptosis celular y de la conservacion de la integridad del

epitelio.”*'% La adrenalectomia favorece cambios funcionales y estructurales en el
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epitelio, provocando desaorganizacién en el epitelio y un aumento en la

permeabilidad intestinal'®'%*

y deteniendo el desarrollo normal estructural a través
de una disminucién de la renovacion y crecimiento de las vellosidades
intestinales.”® Es importante mencionar que las células epiteliales del intestino

99,103

poseen receptores para glucocorticoides, y representan un elemento

importante en muchas funciones tanto inmunoldgicas como digestivas.

La ausencia hormonal y por lo tanto el cambio en la fisiologia y morfologia
normal del epitelio en los ratones adrenalectomizados sin estrés, pudo haber
favorecido un aumento en el transporte de IgA y cadena J en células epiteliales, se
menciona ademas, que la adrenalectomia ante un evento de estrés, sufre todavia

2

mas cambios a nivel intestinal en estructura y funcién,'®® ademas de que no

previene la apoptosis y la disminucion de células del sistema inmunitario en el

epitelio; %%®

explicando los resultados de la presente investigacion, donde el grupo
ADX+E no mostré cambios en la expresion de IgA en células epiteliales con

respecto a los grupos control.

Es importante puntualizar que los niveles de IgA secretora también
dependen de factores como la cadena J y el plgR; sobre todo del receptor de
inmunoglobulina polimérica, que hace posible el trasporte de un polimero de IgA
desde la célula epitelial hasta la luz intestinal. Los resultados del plgR en el
presente estudio mostraron un aumento significativo en el grupo estresado
(SHAM+E) con respecto a los otros grupos, corroborando que existe una mayor
produccion de la molécula en presencia del estrés agudo; coincidiendo con

trabajos anteriores donde reportan un incremento significativo en la expresion de
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plgR en células epiteliales de ratones Balb/c ante un estrés agudo inducido por
inmovilizacion 1 h.%%%’

En contraste, los grupos adrenalectomizados no mostraron cambios
significativos con respecto al control, lo que nos permite corroborar que la
produccidn del plgR esta directamente relacionada con la estimulacion hormonal
inducida por el estrés, especialmente por los glucocorticoides.”’

El grupo SHAM sin estrés mostro una expresién de plgR similar a la
observada en el grupo control, validando que los efectos observados sobre este
receptor, fueron secundarios al estrés y no al procedimiento quirurgico.

Finalmente los resultados de la expresion de SIgA en el liquido intestinal en
los grupos SHAM+E, ADX y ADX+E, correlacionaron con la mayor produccion de
IgA en células epiteliales de éstos grupos.

La concentracion significativamente mayor en el grupo SHAM+E de SIgA en
liquido intestinal y de plgR e IgA en células epiteliales, con respecto al control, nos

permite corroborar que el estrés agudo, estimula la produccion de éstas

moléculas.

Aun cuando el plgR no aumentd su expresibn en el grupo
adrenalectomizado (por ausencia de estimulacion hormonal), existe un aumento
de SIgA en liquido intestinal; este aumento pudo ser favorecido por un aumento en
la permeabilidad intestinal a consecuencia de los cambios estructurales vy

funcionales que se inducen en esta condicion®®'%°1%

, y también ocasionada por la
fuga de IgA de otros érganos (via biliar) hacia la luz intestinal, lo cual coincide con

estudios reportados previamente.®® Otra explicacion importante de mencionar son
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los efectos que tienen las catecolaminas sobre el sistema inmunolégico, que a
pesar de la remocion de las glandulas suprarrenales (fuente principal de
adrenalina); el sistema nervioso simpatico comunmente secreta noradrenalina
como neurotransmisor local, directamente a los 6rganos blanco y en condiciones
de estrés también aumenta su secrecion. Las catecolaminas estimulan los
receptores adrenérgicos (AR) a y B, presentes en la superficie celular de varios
tipos celulares, incluyendo a las células epiteliales; su estimulo directo pudo

favorecer de igual forma, el aumento de SIgA en el lumen intestinal.®’

55



IX. CONCLUSIONES

El aumento significativo de corticosterona sérica y de plgR e IgA en las células
epiteliales asi como de SIgA en liquidos intestinales en el grupo SHAM+E en
comparacion a los otros grupos, muestra que existe una mayor produccion de

estas moleculas en respuesta al estrés agudo.

La adrenalectomia con o sin estrés, en relacion a la expresion del plgR, no
mostraron ninguna diferencia con respecto al control, lo cual nos permite
concluir que la produccion del plgR esta directamente relacionado con la

estimulacion hormonal.

Probablemente por los cambios estructurales y funcionales en el intestino de
los ratones adrenalectomizados, como son la desaorganizacién en el epitelio,
el aumento de la permeabilidad intestinal, asi como la alteracién de la
renovacion y crecimiento de las células y vellosidades intestinales; pudo haber
favorecido el aumento en el transporte de IgA y cadena J en células
epiteliales; Ademas bajo condiciones de estrés la adrenalectomia induce mas
cambios morfolégicos y funcionales, pudiendo explicar porque el grupo ADX+E
no mostré cambios en la expresion de IgA en células epiteliales con respecto a

los grupos control.
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X. PERSPECTIVAS

Al grupo de ratones adrenalectomizados administrar dosis bajas y altas de
corticosterona y adrenalina para definir de manera independiente y especifica

que hormona esta directamente relacionada con la produccion de plgR

Analizar los niveles de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) en plasma

de los grupos IADX, ADX, ISHAM y SHAM

Correlacionar los niveles de IgA en liquidos intestinales con el porcentaje de
linfocitos B y células productoras de anticuerpos localizadas en tanto en los
sitios inductores (placas de Peyer) y sitos efectores (lamina propia) de los
segmentos proximal y distal del intestino delgado de ratones control y

estresados.

Correlacionar los resultados de SIgA, IgA y pIgR de los ratones
adrenalectomizados con el estudio inmunohistoquimico de su epitelio

intestinal.
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