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. RESUMEN

Es bien conocido que el estrés contribuye al desarrollo de la
enfermedad induciendo cambios en la funcién inmune, siendo 1la
inmunodepresién una de sus principales consecuencias. Con el fin de
profundizar en el estudio de los mecanismos que median los efectos del
estrés en el sistema inmune nos propusimos estudiar en la primera
parte de este trabajo el efecto. de 1la aplicacién de tres agentes
estresantes (inmovilizacién, frio y natacién) sobre una serie de
marcadores de estados de estrés en ratones C57BL/6. Los resultados
obtenidos revelan que todos los pardmetros estudiados se ven afectados
pero en un grado y signo distintos dependiendo del estresante
utilizado. Con respecto al timo observamos un aumento de peso con el
estrés de frio y una disminucién con el de inmovilizacién; estos
cambios de peso se ven acompafiados por variaciones en el nimero de
timocitos que Gnicamente afectan a la subpoblacién inmadura, mientras
que la madura permanece constante.

El estudio de 1los procesos que modulan la inmunidad Dbajo
situaciones de estrés centra 1la segunda parte de nuestro trabajo.
Aunque hasta ahora se consideraba a las hormonas adrenales como el
primer medigdor de 1los efectos del estrés y responsables de 1la
involucién timica, nuestros resultados indican que los niveles de

lEEEEEE9EE2£2iQgé,_alcanzadna_‘ggggggg el estrés no producen la
eqgradacién del DNA de timocitos y que en ausencia de cdpsulas
suprarrenales y en esas mismas condiciones estresantes persiste la
involucién timica. Otros factores distintos de 1la corticosterona
parecen estar implicados. Asi el estudio del proceso de migracién de
las células precursoras al timo revela que la migracién estd inhibida
bajo condiciones de estrés, 1lo que explicarfa la involucién timica

encontrada en esas condiciones. Esta inhibicién parece ser
Vlggluhtﬁsnciada%

Por otro lado, 1las variaciones de la actividad de las enzimas
5'-Nucleotidasa, N-Acetil-Bf-Glucosaminidasa, #-Glucuronidasa y Serin
Esterasa (consideradas como marcadoras de estados de estrés) durante
el proceso de maduracién intratimica no se modifican bajo condiciones
de estrés. Asi pues, lo mds probable es que durante el estrés se
interrumpa o inhiba la llegada de células precursoras al timo, lo que
originarfa 1la involucién timica aunque el proceso de maduracién siga
inalterado.



I INTRODUCCION



I.1.- VISION HISTORICA DEL CONCEPTO DE ESTRES.

Durante 1los primeros afios del presente siglo, el investigador
Walter Cannon (1) 1inicié 1los estudios pioneros sobre los cambios
corporales en situaciones de dolor, hambre, miedo y rabia. Su trabajo
pretendia determinar como el estrés podia conducir a la enfermedad. A
é1 debemos la introduccién del concepto de estrés, que definfa como
"todo agente capaz de inducir una respuesta o tensién en el mecanismo
homeostdtico del cuerpo". Sus experiencias demostraron la importancia
del sistema nervioso simpAtico y 1la 1liberacién de catecolaminas
medulares en el mantenimiento del estado de equilibrio del cuerpo u
homeostasis, producida tanto en respuesta a estimulos fisicos (pérdida
de sangre, por ejemplo) como a sucesos psiquicos (gatos expuestos al
ladrido de un perro). Todo su trabajo le llevé a formular la Teoria de
la Funcién de Emergencia de la Médula Adrenal (2), en la que enfatiza
el papel de la secrecién de adrenalina, a la que consideraba 1la
hormona del estrés, en la preparacién del organisme frente a
situaciones adversas -la denominada reaccién de emergencia- para
conseqguir, finalmente, la restauracién de la homeostasis. El grado de
respuesta era proporcional al de estrés hasta un punto que denominé
nivel critico de estrés y, a partir del cual, los mecanismos
homeostdticos eran incapaces de restaurar el funcionamiento normal del

cuerpo.

A mediados de los afios 30, el endocrinbélogo Hans Selye introduce

el concepto de estrés en el campo de la investigacidn biolégica, en



oposicién al concepto coloquial de estrés fisico que predominaba hasta
ese momento. Sus investigaciones abrieron nuevas pefspectivas en las
interrelaciones entre el hombre -y su ambiente y los mecanismos
envueltos en 1la adaptacién de 1los organismos a los cambios

ambientales.

Para Selye, el estrés era la respuesta no especifica del cuerpo a
cualgquier estimulo hecho sobre é1, ya que distinguia entre una
respuesta especifica y adecuada, que respondia a unos estimulos
concretos (aumento de presién sanguinea frente a pérdida de sangre,
aumento de insulina frente al aumento de glucosa en sangre, sudoracién
frente a Ealor...) o dependia de ciclos ritmicos (fotoperfodo,
actividad motora, secrecién de corticoides o insulina, suefio/vigilia,
actividades enzimAticas, respiracién..), y una respuesta no especifica
y estereotipada, el estrés, comin a diversos agentes ambientales
(frio, calor, 1inmovilizacién, 'ejercicio £isico, productos téxicos,
infeccién...) y, por tanto, independiente de 1la naturaleza del
estimulo. Selye (3) encontré que en respuesta a estos estimulos
estresantes el organismo reaccionaba con un sindrome caracteristico,
cuyo objetivo era prepararse para contrarrestar los efectos del agente
Yy que denominé Sindroﬁe General de Adaptacién (GAS). Aunque reconoce
la participacién de 1la médula adrenal en esta adaptacién, como ya
habia seflalado Cannon a principios de siglo, destaca el papel decisivo

de los glucocorticoides de la corteza adrenal (4).

El S8indrome General de Adaptacién (GAS) fue descrito por Selye

como una respuesta trifdsica al estrés. La respuesta inicial o



! excesivo e inapropiado, sin embargo, ambos tipos de estrés tendrian
r—
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reaccién de alarma se caracteriza por una estimulacién simpatica y un
aumento de la secrecién adrenocortical, cuyas consecuencias son una
serie de cambios dirigidos a 1la movilizacién de 1las reservas
energéticas del organismo. En sus primeras publicaciones, las
alteraciones estructurales y funcionales de esta primera fase eran
formuladas como el triple efecto del estrés: aumento adrenal, atrofia
timico-esplénica y Glceras gdstricas (5). Cuaﬁdo la exposicién al
estimulo estresante continta, se produce la reaccién de adaptacién o
resistencia que da lugar a un estado de recuperacién, con una
disminucién o desaparicién de 1los cambios manifestados durante la
reaccién de alarma y la curacién de las lesiones -‘agudas. 8i 1la
exposicién sigque, decrece la resistencia del organismo y la patologia
de la reaccién de alarma reaparece, produciéndose 1la muerte del
animal, bien por efecto directo del agente estresante, por fallo o
destruccién adrenocortical o simplemente por el agotamiento de las

reservas energéticas (3).

A pesar de gque el estado de estrés estd usualmente considerado
como deletéreo para la salud, pues los altos niveles de
corticosteroides, que resultan del mantenimiento del estrés, tienen el
efecto adicional de deprimir el sistema inmune, Selye consideraba que
un cierto tono o grado de estrés - el estrés bueno (eustress)- era
fisiolégico y beneficioso para el organismo e incluso necesario para
una existencia normal, distinguiéndolo del estrés perjudicial
{distress), que era patolégico y adverso cuando alcanzaba un grado

U

las mismas respuestas endocrinolégicas (6).



Estas ideas, segln las cuales todo estimulo nocivo resultaba en la
iniciacién de una serie de cambios metabélicos en el organismo
expuesto y que afectaban, fundamentalmente al eje pituitaria-adrenal,
siqguieron desarrolléndose bajo la influencia de Selye durante los afios

40 y 50.

El énfasis en la respuesta biolégica no especifica al estrés no ha
sido sostenida por investigadores posteriores. Mason (7) demostré que
la naturaleza de las condiciones de estrés puede determinar el patrén
especifico de respuesta. As{, por ejemplo, . los niveles de
norepinefrina eran mayores que los de epinefrina durante el ejercicio

y el nivel de epinefrina era mayor durante una conferencia pfblica

(8). Esto enfatiza 1la necesidad de considerar la especificidad del
estrés y la respuesta, y cuestiona 1la exclusiva utilizacién de 1la

respuesta biolégica especifica como base de la definicién del estrés.

Segin Mason la inespecificidad se debe a que tras los diferentes
agentes estresantes subyaceﬁ reacciones psicolégicas semejantes. La
simple amenaza a la exposicién de un agente estresante puede ser mas
poderosa en términos de respuesta hormonal que la exposicién en sfi y
es mds, el estimulo fisico por si solo es incapaz de desencadenar la
respuesta adrendcortical, si no va acompaflado de un estimulo
emocional. De una serie de estudios realizados en monos, privados de
comida o sometidos a ejercicio, Mason concluye, gque existe un
componente psicolégico, ademds del fisico en el estrés, que es mas

potente incluso en producir cambios en los individuos (9).



Todo esto le llevé a establecer diferencias entre la estimulacién
cognitiva y 1la estimulacién fisiolégica, dependiendo del tipo y
circunstancias que rodean al agente estresante. Sus puntos de vista
son aceptados hoy en dfa y han sido denominados por Burchfield vy
colaboradores Teoria Cognitiva del Estrés, basada en la sensibilidad
del sistema neuroendocrino a los factores psicolégicos (como el llanto
de un nifio, un enfado conyugal o en el trabajo) que eran capaces de

producir respuestas neuroendocrinas importantes (10).

La investigacién psicoendocrina en el sistema pituitaria-adrenal
ha puesto de manifiesto que el grado de respuesta al estrés viene
determinado fuertemente por elementos como la novedad, incertidumbre,

anticipacién o predictibilidad (9).

Se han descrito un gran ntmero de experimentos que muestran gque
cambios bioquimicos, £fisioldgicos y/o patolégicos en un organismo no
son causados por la naturaleza nociva del agente sino por la actitud
del sujeto frente al estresante (ansiedad, tensién o grado de
responsabilidad que presente durante la exposicién) o el grado de
capacidad o incapacidad de controlarlo; seran por lo tanto estos
factores los que determinen el grado de respuesta individual y, por
consiquiente, que experimente o no estrés. Efectos similares eran
observados estudiando 1la predictibilidad o impredictibilidad del
agente estresante; las condiciones no predecibles, aquellas a las que
el individuo no se podia anticipar, eran mds estresantes que las
condiciones predecibles. En este sentido, el término de agente

estresante debe referirse al grado de percepcién por el sujeto del



estimulo como nocivo o incontrolable o impredecible m&s que como

estimulo fisico en sf (1ll).

En el laboratorio, animales que tenian la capacidad de pﬁner fin a
un agente estresante -estrés eludible- no desencadenaban una respuesta
de estrés, mientras que animale§ sometidos al mismo agente, pero sin
capacidad de control -estrés ineludible- sif 1lo hacifan (12, 13).
Laudenslager y colaboradores (12) encontraron gque la proliferacién de
linfocitos murinos en respuesta a fitohemaglutinina y concavalina A
estaba suprimida en animales sujetos a estrés ineludible, mientras que
si era eludible la supresién no se producia. Este dato apoya 1la idea
de que la. controlabilidad del estrés es critica en la respuesta.
También Visintainer y colaboradores (13) encontraban que el rechazo de
un tumor se reducfa cuando el individuo no podia controlar el agente
estresante. Uno de los mads conocidos ejemplos presenta ratas sometidas
a descargas eléctricas, aquellas que podfan controlar el agente
presentaban una menor patologia inducida por el estrés (Glceras
gastricas, pérdida de peso...) que los sujetos, que no podian eludir
el agente. Estos Gltimos presentaban, ademids, mayores niveles de
adrenglina, norepinefrina y corticosterona (14). As{ pues, en la
respuesta al estrés no influye dGnicamente la naturaleza, intensidad y

i duracién del agente estresante, sino también otros factores como 1la

kﬁcontrolabilidad, predictibilidad y actitud del sujeto (15,16).

~— B

En este contexto de subjetividad, quizas 1la definicién mas
aceptada de estrés se debe a David Glass: "la percepcién de amenaza

contra el equilibrio fisico o psicolégico y la percepcién de que las



respuestas del individuo son inadecuada

(17).

Todos 1los factores ‘que rodean 1
coqplejos, lo que hace que hasta el mo
de estrés totalmente valida. El término
abarcar comﬁonentes diferentes del siste

efectos de varios estimulos en los
diferencian claramente los distintos
estresante como un estiﬁulo adverso o
'normales y provoca cémbiqs, estrés como
respuesta de estrés como los cambios
estrés, determinada filogenéticamente y

las especies adquirida durante la evoluc

En la definicién de Selye, el té
describir la respuesta, pero frecue
sinénimo de agente estresante, refir
estimulos a los que el organismo es
utilizado para definir tanto él agente e

consecuencias.

Estrés es un término abstracto
implicitamente) como wuna explicacién
alterados, y no tiene claras unidades
investigador pueda disponer de una varia

cambia cuando el organismo estd expuesto
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s para enfrentarse a ella"

a incidencia del estrés son
mento no exista una definicién
estrés ha sido usado para
ma utilizaao al considerar los
organismos. Algunos autores
términos, entendiendo agente
nocivo que excede los limites
la exposicién al agente y
fisiolégicos inducidos por el
que refleja la experiencia de

ién (18,19).

rmino estrés es usado para
ntemente, es utilizado como
iéndose a acontecimientos o
t4 expuesto. Otras veces es

stresante, la reaccién o las

que ha sido wusado (al menos
de estados psicofisiolégicos
de medida, a menos que el
ble cuantificable conocida que

a un agente estresante.



1.2.- TERMINOLOGIA UTILIZADA.

El estrés eé uno de los términos mds imprecisos en el léxico de la
ciencia, sin embargo y con fines prdcticos, aceptamos la definicién
propuesta por Vigas en 1980: "Estrés es la respuesta del organismo a
agentes que ponen en peligro su integridad o que son percibidos como

tales"™ (19).

Consideramos estrés como un estado del organismo y reservamos el
término agente estresante o estresante, para cualquier estimulo,
excesivo cuantitativa o cualitativamente, gque produzca estrés.
Conservaremos los términos estrés de frio, estrés de inmovilizacién...
y respuesta al estrés, que aunque hacen referencia al agente

estresante, son utilizados de forma generalizada en la bibliografia.

Tradicionalmente, el estrés se ha venido clasificando en estrés
fisico (ejercicio, hipoglucenia, descargas eléctricas, frio,
inmovilizacién...) y estrés psiquico (situaciones dificiles o
peligrosas, tensién, miedo, traumas...). Sin  embargo, no
: distinguiremos entre agentes estresantes fisicos y agentes estresantes
: emocionales por considerar a ambos componentes de un agente
iestresante, ya que todo estrés fisico tiene un componente emocional
' m&s o menos pronunciado, y ambos desencadenan una respuesta similar

(20).

Por el contrario, establecemos diferencia entre agentes

estresantes ineludibles, que el animal no puede evitar y agentes
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estresantes eludibles o susceptibles de ser controlados.
Por dltimo distinguiremos segin el tiempo de actuacién del agente
entre estrés aqudo producido por una sola exposicién y estrés crénico

o prolongado, producido por exposiciones repetidas al agente

estresante.

o /-\ iy
C(;’ «A)é .0 slee Tees &/ ~ ot 0}
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I.3.- ESTRES Y ENFERMEDAD.

La investigacién de las relaciones entre el estrés y la enfermedad
es complicada debido a un gran némero de factores, a los que hay que
afiadir una respuesta, a menudo variable. Hay estudios que mantienen
tanto efectos nocivos como beneficiosos del estrés en humanos vy
animales de 1laboratorio. La capacidad del organismo de controlar el
estrés parece un factor mads critico que la naturaleza del estrés en si

mismo.

Sin embargo, es conocido el papel fundamental del estrés en el
inicio y desarrollo de enfermedades en las que la resistencia es
inmunolégica (infecciones y neoplasias) y de enfermedades asociadas a
una disfuncién inmunolégica (alergias y autoinmunes). Existe una
abundante bibliografia gque describe numerosos casos en 1los que
factores emocionales o ffsicos preceden al desencadenamiento de 1la
enfermedad (21). Ya se sospechaba en el siglo II a.C. que variables
psicolégicas podian influir en el desarrollo del céncer, y asi el
fisico Galeno observaba que 1las mujeres melancélicas parecian mas
propensas a desarrollar cdncer que las mujeres sanguineas (22). Ademas
existen datos sobre el incremento de mortalidad médica asociada a
situaciones traumdticas producidas por la muerte de un familiar, que
actuarfa como un estresante muy potente, o sobre la mayor incidencia
de enfermedades respiratorias en estudiantes en época de exdmenes

(23).

El estudio de 1la relacién causal entre estrés y enfermedad es
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dificil, pues se debe recurrir a enfermedades cuyo grado de severidad
pugda ser objetivamente medido (por ejemplo, el tamaio del tumor). Se
han utilizado agentes estresantes muy diversos como el hacinamiento de
ratones en jaulas, frio, inmovilizacién, ruido, transporte, descargas
eléctricas eludibles o ineludibles... seguidos muchas veces de 1la
introduccién de un agente patogénico. La respuesta es muy variable y
factores como la percepcién por el individuo del agente estresante, 1la
capacidad para controlarlo o 1la predisposicién genética, juegan un
papel decisivo. La dificultad del estudio se incrementa ante 1los
problemas para interpretar ciertos trabajos, debido a la existencia de
variables incontroladas e inadecuados tratamientos estadisticos, unido
ésto a lé ausencia de datos comparativos. Ademds, el trabajo
experimental se ha desarrollado en diferentes especies, diferentes

enfermedades y diferentes agentes estresantes.
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1.3.1.- Bfecto del estrés sobre la incidencia de enfermedades

infecciosas.

Clinicamente se ha observado que 1los factores psicosociales
modifican la resistencia a las enfermedades. Adiciocnalmente a estas
observaciones, existen una cantidad de datos que soportan la hipétesis
de que los factores emocionales 1influyen en el desarrollo de las
enfermedades infecciosas. Rasmussen (24) demostré que el estrés
emocional inducido incrementaba 1la sensibilidad del huésped a
infecciones virales, producidas por 1los virus Herpes simplex,
Coxsackie, Poliomielitis, Polioma..., y que se manifestaba por el
incremento de 1la mortalidad y el decrecimiento del tiempo de
supervivencia. El estrés fisico también incrementaba 1la
susceptibilidad de ratones al Herpes simplex y al virus de la

Estomatitis vesiculosa (25).

Otros factores como el hacinamiento en 1las Jjaulas aumentaba 1la
susceptibilidad de 1los animales a ciertos pardsitos como Plasmodium

berquei, Trichinella spiralis y Microphallus pygmaeus y también

reducian el tiempo de supervivencia de animales que padecian
tuberculosis (26). Es de particular interés el caso de 1la gingivitis
aguda, en la que la flora bacteriana de la boca se hace invasiva, con
situaciones de estrés agudo. Otro caso anadlogo es el del Herpes
simplex, un virus latente en las células hasta que es activado por
distintos factbres como estrés, fiebre, 1luz ultravioleta o trauma

emocional (25).
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El estrés puede tener un efecto diferente en el estado de salud,
dependiendo de si ocurre antes o después de que el organismo haya sido
invadido por el patégeno. El1 estrés que ocurre antes de que el
patégeno entre en el cuerpo tiene un efecto de vacuna, mientras que el
que ocurre después resulta en un incremento en la severidad de la
enfermedad y elimina los efectos beneficiosos precedentes (27).
Ademds, el estrés aqudo asociado cdn una infeccién aguda induce en el
huésped una menor resistencia a 1la enfermedad, pero cuando la
exposicién al estrés y/o el proceso patolégico es crénico, entonces el

resultado de la infeccién o su direccién es dificil de preveer (28).

Numerosos tipos de estrés han sido utilizados para demostrar el
incremento de la susceptibilidad a las infecciones bajo condiciones de
estrés. 8in embargo, hay excepciones a esta generalidad, variaciones
en el huésped, agente y criterios utilizados que pueden afectar a esta
conclusién anterior. La duracién del estrés y las especies diversas
del huésped pueden causar incremento, decrecimiento o inalteracién en

la susceptibilidad a la Poliomielitis (24).

Relacionado con esto, Plaut y Friedman (29) han descrito en una
revisién sobre el tema, la gran variabilidad de respuestas (tanto en
la incidencia como en la mortalidad) dependiendo de la naturaleza del
agente infeccioso, 1la cantidad y calidad del estrés y factores
ambientales y genéticos. PFactores psicosociales influyen en la
resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas como parte de

la compleja respuesta del organismo a estimulos patogénicos.

-16-



1.3.2.- Efecto del estrés sobre 1la incidencia del céancer.

La existencia de relaciones entre el estrés o ciertos estados
emocionales y el cdncer ha sido seflalada desde los tiempos de Galeno,
sin embargo el mecanismo por el gque sus efectos podrian ser mediados
ha permanecido desconocido hasta los actuales avances en

psiconeuroinmunologia.

Factores internos y externos del huésped parecen 3jugar un papel
importante en el -desarrollo, curso e inicio de las enfermedades
neoplasicas, ya sean espontdneas, quimicas, por ttanéplante de tumor o
por virus tumorales (24, 30). Hay considerables evidencias
experimentales de factores que tienen no sélo una profunda influencia
en el comportamiento y en la sensibilidad endocrina e inmunolégica

sino que influyen en el desarrollo del céncer.

Riley observé que 1la incidencia de distintos tumores mamarios
murinos estaba afectada por agentes estresantes tan 1leves como 1los
encontrados en el ambiente normal del animalario. Estos tumores,
sensibles a esteroides y prolactina, eran inducidos por virus y envsu
desarrollo parecfa desempefiar un papel no muy claro el sistema inmune.
En una revisién posterior este mismo autor concluia que en el
desarrollo del crecimiento tumoral, el incremento se debia a una
inmunosupresién y el decrecimiento del tumor a una inmunopotenciacién

(31, 32).
Por otro lado, el uso de agentes estresantes disminufia la leucemia
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inducida por el virus de Rauscher (33), sin embargo la incidencia y el
tamafio de los tumores producidos por el virus del sarcoma murino (MSV)
incrementaban cuando eran aplicadas condiciones de vida estresantes,
choque eléctrico o 1inmovilizacién, tras la inyeccién del virus. La
mayoria de los animales que habian sufrido estrés, previamente a ser
inyectados con las células tumorales, tenfan tumores en un estado mas
regresivo que agquellos animales que habian recibido el estrés con

posterioridad (34).

En aquellos disefios experimentales donde existfa la posibilidad de
control del agente estresante por el animal, el desarrollo del tumor
era superior al del control en el estrés ineludible, mientras que era
igual o incluso inferior en el estrés eludible (13, 35). Esto parece
indicar que el animal con capacidad de controlar o poner fin a un
estimulo nocivo no presenta el efecto negativo tipico del estrés, sino
un efecto favorable. El estrés "per se™ no era oncogénico, sino que la
incapacidad de controlarlo podia llevar al desarrollo y proliferacién

de las células tumorales.

Ante todos estos datos y tras una revisién bibliogrdfica LaBarba
(30) concluyé que los tumores experimentales en animales podian estar
influenciados por variables experimentales y ambientales y depender de

las distintas especies objeto de estudio.
A mediados de los afios 80, Alan Justice (18) elaboré una revisién
del efecto del estrés sobre la incidencia del cancer en animales de

laboratorio, en la gque explica que para predecir los efectos del
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estrés sobre el crecimiento de tumores inducidos se deben tener en
cqenta dos aspectos: el momento de aplicacién del estrés, en relacién
a la induccién del tumor y 1la naturaleza o tipo de tumor. Justice
propone cuatro hipétesis para explicar los patrones de crecimiento
tumoral en respuesta al estrés, que constituyen la Teoria del Rebote,
entendiéndose por rebote la respuesta fisiolégica durante el tiempo

que sigue a la exposicién al estrés:

- Hipétesis inhibicién-estrés: el estrés administrado durante el
tiempo de crecimiento tumoral retarda este crecimiento en
tumores de origen no viral.

- Hipétésis rebote-estrés: después de la terminacién del estrés,
hay una respuesta rebote que causa un crecimiento mds rapido de
los tumores no virales que en los animales no estresados.

- Hipétesis facilitacién-inmune: los tumores virales crecen mas
rdpido durante la exposicién al estrés, debido a 1la
inmunosupresién.

- Hipétesis rebote-inmune: después de 1la finalizacién del estrés,
hay wuna respuesta rebote inmunopotenciadora que inhibe el

crecimiento de los tumores virales.

Estas hipétesis se sumarizan en el grafico siquiente:

Estrés Rebote
Tumores virales T l
Tumores no virales ‘ T
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Asi pues, los tumores virales y no virales responden durante 1la
aplicacién del estrés y en el rebote de forma opuesta. El crecimiento
de los tumores virales parece mediado por el sistema inmune, una
inmunosupresién en el estrés y una inmunopotenciacién en el rebote.
Asi, el estrés anterior a la inyeccién del patégeno tiene un efecto
vacuna o protector (27). El mediador para los tumores de origen no
viral no estd tan claro, la inhibicién del crecimiento durante 1la
exposicién al estrés determina 1la existencia de otros factores

implicados, ademds del sistema inmune (18).

Por Gltimo, no se ha considerado que la cronicidad del estrés "per
se"®™ sea un factor que afecte al crecimiento del tumor. El estrés
crénico y agudo no tienen efectos cualitativamente diferentes en el
crecimiento tumoral durante su aplicacién, simplemente el estrés

crénico extenderia sus efectos y retrasaria el periodo de rebote (36).
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I.3.3.- Efecto del estrés sobre 1la incidencia de enfermedades

alérgicas.

Factores de estrés y personalidad estidn muy relacionados con la
incidencia de enfermedades alérgicas como la dermatitis de contacto.
Se ha demostrado que la repteﬁién de grandes emociones (como por
ejemplo, contener el 1llanto) estd muy unida a 1la aparicién de

urticarias (26).

Existe una amplia bibliografia sobre los aspectos psicosociales y
psicofisiolégicos en el asma bronquial. Ya desde hace mucho tiempo se
considera asociado a conflictos familiares, estados de dependencia y
estimulacién emocional elevada; tanto estados placenteros como
desagradables, como célera y ansiedad, contribuyen al comienzo del
ataque. Asfimismo, 1la rinitis y 1la fiebre del heno pueden ser
desencadenadas o exacerbadas por 1los acontecimientos estresantes. La
presencia de polen no consequia provocar sintomas en un sujeto con
fiebre del heno, mientras que la combinacién de polen y situaciones
estresantes podia provocar ataques de asma. Ademds, los altos niveles
de Inmunoglubulina E, presentes en pacientes asmaticos, podian ser
consegquidos en animales de laboratorio tras la aplicacién del estrés
(23, 26). También experimentalmente, se ha comprobado que el estrés

reduce la severidad de choque anafilactico letal (26).

Finalmente se ha postulado que la alergia puede resultar de wuna

inhibicién de las células T supresoras, que normalmente actuarian como
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amortiquador de la produccién de anticuerpos. Los estresante actuarian
reprimiendo la actividad de las células T y aumentando la respuesta de

anticuerpos (26).
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I.3.4.- Efecto del  estrés sobre 1la incidencia de enfermedades
autoinmunes.

La influencia de factores emocionales y estresantes sobre el
inicio y el desarrollo de 1las enfermedades autoinmunes, y en
particular 1la artritis reumatoide sistémica (LES), ha sido revisada
por Solomon y Amkraut (26). Estos autores observaban que en ratas con
artritis, el estrés no sélo aceleraba el progreso de 1la enfermedad
sino que también interferfa en 1la recuperacién. El inicio de esta
enfermedad sique a menudo a un perfiodo de estrés o a la interrupcién
de la capacidad. de mantener unos patrones previos de defensa vy

adaptacién por el individuo.

También han sido estudiados estos factores en la iniciacién de
otras enfermedades autoinmunes como 1la esclerosis miltiple, Lupus
eritematosus, enfermedad de Graves, colitis ulcerosa... La rapida
progresién de las enfermedades, el grado de incapacidad y la falta de
respuesta a un tratamiento pueden estar relacionadas con la falta de
defensas psicoldgicas, ansiedad y depresién. Asi, problemas de
finanzas, matrimonio_ o interrelacién precedian al desarrollo de la
esclerosis mltiple. Otros desérdenes con componentes autoinmunes,
como la enfermedad de Graves o la colitis ulcerosa, estdn también

influidos por componentes estresantes (26).
Basdndose en todos estos hechos, se ha desarrollado una hipétesis
que propone la existencia de una predisposicién genética en las

enfermedades autoinmunes, sélo los individuos con conflictos
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emocionales, estrés y falta de defensas psicolégicas desarrollarian la
eqfermedad (23, 26). Parece, pues, que el estudio de la personalidad
de pacientes con enfermedades . autoinmunes puede facilitar 1la
comprensién de las complejas variables envueltas en la produccién de

una enfermedad.
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1.3.5.- Efecto del estrés sobre el sistema inmune.

Estudios clinicos y epidemioldgicos han puesto de manifiesto que
situaciones descritas como estresantes pueden tener una gran variedad
de consecuencias médicas. Alqunas de éstas, son situaéiones curiosas
como la muerte del cényuge, la pérdida del empleo, la emigracién, los
trabajos arriesgados (por ejemplo, aviadores 0 paracaidistas),
estudiantes en examenes finales..., gque no producen, por si mismas,
efectos perniciosos en la salud, pero si incrementan la probabilidad

de aparicién de enfermedades (37).

Quizds 1los efectos del estrés en enfermedades infecciosas y
neoplasias puedan ser debidos a 1la alteracién de mecanismos de
respuesta humoral y celular (38). Ciertos canceres y enfermedades
autoinmunes, como la artritis reumatoide, son causados por una

disfuncién en las requlaciones inmunes.

El estrés afecta marcadamente al sistema inmune, activandolo o
deprimiéndolo. Esta aparente contradiccién es probablemente debida a
una multiplicidad de factores que incluyen especie y tipo de animal,
sexo y edad de los sujetos investigados, 1la cantidad y la calidad de
los agentes estresantes empleados, los componentes particulares del
sistema inmune estudiados y los tiempos de sacrificio de los animales
durante la exposicién al estrés. Todos estos factores, solos o en
combinacién, afectan al sistema inmune y proporcionan unos resultados

dificiles de interpretar.
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Durante el estrés se produce una depresién de la inmunidad‘humoral
y celular, caracterizada por una involucién del timo y el bazo, una
marcada leucocitopenia y una reduccién de 1la capacidad de respuesta
celular (38). 8in embargo, no todos los tipos de leucocitos disminuyen
en nimero, dnicamente 1o hacen los 1linfocitos, mientras que 1los
neutréfilos y 1los linfocitos granulares aumentan y el ndimero de
monocitos permanece inalterado (39). Estos resultados parecen indicar
gue los componentes individuales del sistema inmune y sus actividades
son selectivamente afectadas por el estrés y que ademds estas
alteraciones no sélo ocurren durante el estrés, también pueden ser

aparentes tras la finalizacién de dicho perfodo.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto una intima relacién
entre estrés y sistema inmune, asociada con alteraciones de 1los
mecanismos inmunes como la reduccién de la citotoxicidad mediada por
linfocitos, reduccién del nGmero de anticuerpos circulantes, retraso
del rechazo a injertos, supresién de las funciones de las células T
auxiliares y supresoras, incremento en las funciones de las células
B... Alqunos de estos datos (23, 26, 28, 37-42), obtenidos en humanos

y animales de laboratorio se resumen en la Tabla 1.

Aunque estas alteraciones inmunes parecen explicar 1la mayor
incidencia de ciertas enfermedades, otros factores como el aumento del
flujo sanguineo, liberacién de endorfinas, prolactina o el aumento de
hormonas adrenomedulares y adrenocorticales, todos los cuales tienen
lugar durante el estrés, podrfan estar implicados. Podemos pues

concluir que una gran variedad de cambios bioquimicos, posiblemente
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relacionados con cambios en el sistema inmune {3

la modulacién de 1la inmunidad inducida por 21 =3¢

inmune responde al estrés por
mantenimiento de la homeostasis

facilitar el proceso de enfermedad.

variados camings

y proteccidn id2
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TABLA 1: ALTERACIONES DB LA INNUNIDAD TRAS LA APLICACION DR DIVBRSOS AGENTRS ESTRESANTRS.

EFECT0 OBSERVADO

Aumento inflamacidn

Disminucién [q6

Aumento IgE

Disminucién placas fren-
te a SRBC

Aupento interferdn

Disainucién linfocitos
circulantes

Aumento IgM

Disminucién de hiper-
sensibilidad

Menor actividad ¥K bazo
Disminucién fagocitosis
y actividad macréfagos

Disainucién actividad ?

auxiliar y supresora

Aumento actividad célu-
las B de bazo

Disminucién nimero T
auxiliares y supresoras

Tqual ndmero neutréfilos
y linfocitos granulares

Tqual actividad NK bazo
Disminuciéa estimulacién
linfocitos

Disminucién respuestas

1 y2a Elagelina

Disminucién produccién
anticuerpos

Disminucién rechazo
injertos

AGRNTE ESTRESANTR

Ruido
Hacinamiento

Privacién alimente
Privacién alimento
Aceleracién
Anestesia con eter
Inmovilizacién

Varios agentes

Descargas eléctricas

Privacidn alimento

[nmovilizacidn

Inmovilizacién
Inmovilizacidn
Ruido

Destellos luminosos

Inmovilizacién

Inmovilizacién

Inmovilizacién

Inmovilizacién

Inaovilizacién

Hacinamiento
Inmovilizacidn
Descargas eléctricas

Hacinamiento
Hacinamiento
Privacidn alimento
Ruido

Inmovilizacion

Varios agentes

MINAL DB 2I2ZR124PACIOH

Ratas aachs

Ratas

Ratas

Ratones

Humanos

Ratas

Ratas

Ratones -

Ratones

Ratones

Monos

Ratones

Ratones

Ratas

Ratas

Ratas

Ratas

Ratas

Ratas
Ratones

. Ratones




I.4.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INMUNOMODULACION POR EL Z3TRES.

Existen considerables evidencias que demuestran 'a r:ii:iin antro
estrés y sistema inmune, pero 1la modulacién de ia ifamunilel cur ol
estrés es compleja, pues incluye una gama de necanismos [unibidores

potenciadores. Aunque durante estos dltimos afios se iia avinzado mucho
en el estudio de este tema, Ioé mecanismos mediadores especificos ain
no han sido aclarados. Una gran variedad de Eactores pueden ostar
implicados en 1las asociaciones entre estrés e inmunidad. El sistema
endocrino, que es altamente sensible a situaciones estresantes, y la
actividad neuroendocrina, a través del eje hipotdlamo-pituitaria,
pueden estér implicados en las alteraciones del sistema inmune

inducidas por el estrés.

La secrecién de corticosteroides ha sido considerada como el
primer mecanismo modulador (4), -pero mecanismos independientes de los
corticosteroides también participan en la modulacién, pues una gran
variedad de hormonas, bajo =21 control de 1la pituitaria, estén
asociadas a procesos inmunorreguladores (43). Las interacciones entre
el sistema nervioso y el sistema inmune son muy amplias e incluyen
hormonas, catecolaminas, otras monoaminas (por ejemplo, serotonina e
histamina), neuropéptidos y opidceos. La investigacién de todos estos
procesos nos llevard al entendimiento del -estrés y la adaptacién en

estados de salud y enfermedad.

Cuando tienen lugar estimulos adecuados, las desviaciones de 1las

funciones del organismo producidas son compensadas por los mecanismos
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de control correspondientes. S§in embargo, si los estimulos producan
cambios que alteran 1la homeostasia del organismo, za iakivan
mecanismos de alarma a través del sistema nervioso central, gue ordena
al organismo los cambios que se deben realizar. El sistema iamuna =s
considerado como la mayor red integradora implicada en la adaptacién
bioldgica y resultard afectado por estos cambios. Asimismo, también el
sistema endocrino resultard afectado, produciéndose cambios en gran
ntmero de hormonas entre las que destacan corticosterocides vy

catecolaminas (Esquema 1).
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I.4.1.- Respuestas del sistema endocrino al estrés.

El estrés se caracteriza por un nimero de cambios
endocrinolégicos, que no se limitan dGnicamente a la secrecién de
catecolaminas y esteroides adrenales, y que estan regulados a través

de las interacciones del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal-gonadal.

I.4.1.1.- Sistema nervioso simpatico.

Uno de los primeros efectos del estrés sobre ei organismo es la
estimulacién del sistema nervioso simpatico que prepara al organismo
frente a la situacién de alarma. Tanto estimulos £isicos como
psicolégicos producen una liberacién de adrenalina y noradrenalina por
la médula adrenal. Las ventajas de la produccién de catecolaminas, en
respuesta a los agentes estresantes, no estdn muy claras, pero sus
principales consecuencias son: por un lado la aceleracién cardfaca vy
el aumento de 1la presién vascular y, por otro, el aumento de 1la
lipolisis,(éigséggggligig_y__glgsgﬂgﬁ?ﬁfﬁfifL; que preparan el sistema
cardiovascular para una accién repentina y aumentan la - produccién de

energia, respectivamente (44).

Con respecto a la secrecién de catecolaminas, se ha observado que
los niveles de adrenalina y noradrenalina son variables, dependiendo
de los tipos concretos de estrés. Condiciones impredecibles producen
aumentos de adrenalina, que reduce sus niveles cuando la situacién es

controlada por el sujeto, sin embargo, 1la noradrenalina permanece
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elevada en este Gltimo caso (45). Durante el ejercicio, y dependiendo
de la intensidad o duracién, se produce la secrecién de ambas
catecolaminas, pero la noradrenalina se presenta como mids sensible. El
incremento de noradrenalina durante el ejercicio parece estar
relacionado con cambios subjetivos, como el malestar percibido durante

un trabajo fisico pesado (44).

purante el estrés también se producen cambios en las catecolaminas
cerebrales, incrementidndose en algunas regiones del cerebro su
catabolismo. Su efecto no era alterado por adrenalectomia, lo que
sugeria que no estaba mediada por 1la accién de corticosteroides o

catecolaminas (46).

I.4.1.2.- Pituitaria anterior.

La pituitaria anterior o adenohipéfisis seqrega un  namero
importante de hormonas que estan afectadas bajo condiciones de estrés.
Los cambios hormonales en la pituitaria anterior se centran

fundamentalmente en los cinco puntos siguientes:
a) Eje pituitaria-adrenal.

La idea de que todo estimulo nocivo resulta en la estimulacién del
cértex adrenal ha sido mantenida desde finales de la década de los
cuarenta y bajo influencia de Selye (4). La secrecién de

glucocorticoides potencia la estimulacién del sistema nervioso
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simpdtico y restaura 1las reservas de carbohidratos, activando la
gluconeogénesis hepAtica. Esta respuesta estd mediada por la secrecién
de la hormona adenocorticotropa hipofisaria (ACTH), que tiene una
accién movilizadora de grasas. Diferentes estudios en humanos han
puesto de manifiesto la falta de importancia del mecanismo de
retroinhibicién negativo en el control de 1la activacién del eje

pituitaria-adrenal, inducida por el estrés (47).

La intensidad del estimulo (48) y factores como la ansiedad,
tensién, exposicién aguda a frio, hipoglucemia inducida, actividad
muscular... determinan 1la respuesta adrenocortical al estrés. La
exacta impoitancia de esta 1liberacién de hormonas glucocorticoides no
estd muy clara. Desde el punto de vista metabélico, incrementan 1la
razén de 1la gluconeogénesis hepadtica por un mecanismo, que de algén
modo, incrementa la respuesta de la ruta gluconeogénica al AMP ciclico

(44).

La liberacién de ACTH estd acompafiada en ratas por 1la secrecién de
B-Endorfina; ambos péptidos son cortados, presumiblemente por la
accién del factor 1liberador de 1la corticotropina (CRF), de una
molécula precursora de gran tamafio, la f-Lipotropina (B-LPH) (49). La
B-Endorfina, péptido opidceo con potentes propiedades analgésicas en
animales (50), estad presente en el fluido cerebroespinal humano y esta
asociada con 1la analgesia producida en humanos por estimulacién
eléctrica del cerebro. Asimismo, es producida como respuesta a la

cirugia en el hombre.
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Otras dos endorfinas, la alfa y 1la gamma, con actividad
morfinomimética han sido identificadas como derivadas de 1la B-LPH
(51). Todos estos péptidos opidceos intervienen en procesos
requlatorios del sistema inmune, funcionando como neuromoduladores.
Asi, es probable que la estimulacién del eje pituitaria-adrenal esté
asociada con la liberacién de péptidos opidceos endégenos, que tienen

efectos benéficos sobre el organismo estresado.
b) Hormona del crecimiento (GH).

Una gran variedad de situaciones que estimulan 1la secrecién de
ACTH provocan también la liberacién de 1la hormona del crecimiento,
pero los mecanismos control para ambas hormonas son independientes. Se
ha observado que 1la administracién del factor 1liberador de 1la
corticotropina (CRF) sélo estimulaba 1la secrecién de ACTH, y era
inefectivo en estimular la liberacién de GH, en el hombre. Por otro
lado, hay pequefias evidencias del papel de 1los péptidos opiaceos

endégenos en el control de la GH (52).

Se ha demostrado 1la 1liberacién de GH en respuesta a estimulos
psicolégicos, pero no es una respuesta inevitable a este tipo de
agentes estresantes, ya que no aparece en todos los sujetos (53). La
funcién de la secrecién de GH, en respuesta al estrés, no estd clara,
pero durante el ejercicio es probable que lleve a la movilizacién de
lipidos desde las grasas y de reservas de glucosa, restringiendo 1la

entrada de metabolitos en el misculo y las células adiposas (52).
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c) Prolacfina (PRL).

Varias formas de estrés (factores psicolégicos,inmovilizicién,
cirugla, éter..) estimulan el incremento ripido de ZRL 24 plasaa,
tanto en machos como en hembras. La importancia funciuvnal ls eas5ta
liberacién, en especial en el hombre, permanece oscura, nero a4 causa
de su papel como hormona osmorreguiadora en peces, se ha sugerido la
existencia de esta misma funcién en humanos. En altas dosis, 1a PRL
tiene acciones metabélicas similares a la GH, pero sus patrones de
sacrecidn durante situaciones estresantes son diferentes (14). La
reqgulacién de la secrecién de PRL difiere de los niveles iniciiles de
la PRL plasmdtica en las diferentes condiciones fisioldgicas v parece
no depender exclusivamente del eje pituitaria adrenal, a través de la

liberacién de corticosteroides (54).
d) Gonadotropinas.

Existen pequefias -evidencias que sugieren que las gonadotropinas
estdn afectadas por el estrés. Han sido demostradas significativas
reducciones en los niveles de plasma de la hormona luteinizante (LH) y
la hormona foliculo estimulante (FSH) en 1los dfas siguientes a un
proceso quirdrgico (55). El1 papel de estas hormonas en 1la respuesta
inmediata al estrés no se conoce,

e) Tirotropina (TSH).

Estudios en animales sugieren gque 1la hormona estimulante del
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tiroides (TSH) es inhibida por el estrés, probablemente iabido al
efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre la oituificia y/0 el
hipotdlamo. Este efecto supresivo de 1los glucocorticoidas pa  sido
demostrado sobre 1la respuesta de TSH al factor liberador d= 13
tirotropina (TRF), pero no estd claro en situaciones de estrés en

humanos (56).

Ademas, un incremento, aunque pequefio, de TSH ha sido observado en
sujetos sometidos a estrés psiquico, lo que sugiere que ciertos

tactores psicolégicos pueden estimular la secrecién de TSH (44).

I.4.1.3.- Pituitaria posterior.

El estrés quirtrgico produce un incremento de 1la vasopresina
arginina (AVP), en humanos. Por otro lado, el ejercicio estimula 1la
secrecién de AVP, pero al iqual que las catecolaminas, el cambio esta
relacionado con 1la intensidad y 1la duracién de éste. Bajo estas
condiciones, su regulacién depende probablemente de 1la osmolaridad
(57). Aunque sus efectos primarios son ejercidos sobre el ridén y el
sistema cardiovascular, aumentando 1la presién arterial, recientemente
se ha sugerido que tiene efectos sobre la potenciacién de 1la

consolidacién y recuperacién de la memoria (58).
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1.4.1.4.- Esteroides gonadales (Hormonas sexuales).

La aplicacién de diversos aqgentes estresantes pravoca una
disminucién de los niveles plasmdticos de los esteroides sexuales:
estrégenos, andrégenos y progesterona (59). El efecto inhibitorio del
estrés en la reproduccién, es mediado al menos en parte por el efecto
de los glucocorticoides en la pituitaria, actuando sobre la secrecién
de LH pero sin alterar la de FSH, cuando 1las concentraciones de
glucocorticoides son fisiolégicas (60). Por otro lado, el estrés
prenatal modifica el comportamiento sexual de ratas machos y hembras,
al alterar la razén de adrenales a esteroides gonadales, durante los

estados criticos de diferenciacién sexual (61).

El sistema inmune estd regqulado por los esteroides gonadales, y al
mismo tiempo los niveles circulantes de estos esteroides pueden estar
también afectados por 1la funcién inmune. La hipétesis de que los
esteroides gonadales regulan la funcién inmune esta sustentada por las
siguientes observaciones: a) dimorfismo sexual de la respuesta inmune,
b) alteracién de la respuesta inmune por gonadectomia y administracién
de esteroides sexuales, c) alteracién de la respuesta inmune durante
el embarazo, cuando aumentan estos esteroides y d) 1los érganos
sensibles para la respuesta inmune contienen receptores especificos

para los esteroides gonadales (62).

Todas estas interacciones parecen estar mediadas a través de un

eje  hipotdlamo-pituitaria-adrenal-timo, donde dos hormonas, 1la

fraccién 5 de la timosina y 1la timosina B4 parecen jugar un papel
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crucial, estimulando la liberacién de 1la hormona liberadora d= la
gonadotropina (GnRH) desde el hipotdlamo (63). Observacisnes hachas
por diversos autores (64) apoyan la existencia de re=laciones
bidireccionales mediadas por hormonas entre el timo y el sistema
reproductivo, asi por ejemplo, el tratamiento neonatal con estrégenos
altera los patrones de secrecién de hormonas timicas, que llevan a la
modificacién de la diferenciaci&n de timocitos y a un desbalance en la

funcién gonadal (Esquema 2).

Aunque los estrégenos y andrégenos pueden actuar como
inmunoinhibidores e inmunoestimuladores, actian principalmente
suprimiendoA el sistema inmune mediado por células, aunqgue no
necesariamente suprimen el mismo tipo de subpoblaciones linfoides. Los
estrégenos pueden ser estimuladores del sistema inmune humoral a
través de la estimulacién de las células auxiliares e inhibicién de
las supresoras. Los andrégenos también pueden estimular la inmunidad
humoral, posiblemente a través de su conversidédn a estrégenos. La razén
de estrégenos a andrégenos podria determinar que 1las hormonas

circulantes actuasen como inmunoestimuladoras o inmunoinhibidoras.

Observaciones como 1la reaparicién del timo después de la
orquidectomfa, en ratas de edad avanzada y la inhibicién de esta
régeneracién por implantes de testosterona; 1la atrofia provocada por
estradiol y progesterona, asi como la depresién de la funcién de las
células T por estrégenos, vienen a apoyar la 1idea de que los
esteroides sexuales requlan la funcién 1inmune, desempefiando un papel

fundamental el eje hipotdlamo-pituitaria-gonadal-timo (65-67).
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I.4.1.5.- Efectos de los glucocorticoides sobre los procesos inmunes.

Los glucocorticoides han sido considerados como 21 primer
modulador de la inmunidad bajo condiciones de estrés. Tienen profundos
y complejos efectos en la respuesta inmune, pero los mecanismos por
los que inducen la inmunorrequlacién no estin totalmente definidos, a
pesar de los extensos estudios realizados en numerosos modelos
animales. La extrapolacién de resultados es compleja, ya que
frecuentemente, los estudios "in vitro"™ han sido realizados con dosis
suprafarmacoldédgicas de glucocorticoides y 1los datos obtenidos en
especies esteroide-sensibles, como la rata o el ratén, no pueden
aplicarse de forma fiable en especies esteroide-resistentes, como el
hombre. También ha sido encontrada diferente efectividad, segtn los
glucocorticoides utilizados, apareciendo diferencias dentro de una
misma especie por sexo, edad y tipo celular (28) e incluso por la fase

del ciclo celular (68).

Tradicionalmente se ha asignado a los glucocorticoides la funcién
de conferir resistencia al estrés. Las teorias de Selye (4) postulaban
los efectos requlatorios de los glucocorticoides en el estrés.
Posteriormente, Ingle y otros investigadores (69, 70) encontraron
evidencias de que los glucocorticoides podian funcionar
permisivamente, tolerando la expresién normal de ciértas respuestas al
estrés. Estos efectos permisivos no requerian niveles incrementados de
glucocorticoides para conferir la resistencia al estrés.
Contrariamente al punto de vista tradicional de que los

glucocorticoides potencian los mecanismos de defensa, resultados mas
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recientes, como el descubrimiento de la accién antiinflamatoria de los
glucocorticoides, apoyan 1la idea de supresién de 123 mecanismos
normales de defensa, mads que la potenciacién. Actualmente, se aceptan
las manifestaciones de las funciones fisioléqgicas de los
glucocorticoides durante situaciones de estrés y, ademds, la evidencia
de que estas hormonas confieren_ proteccién al organismo, en estas
situaciones. Con respecto a esto, Munck y colaboradores {70) en una
revisién del afio 1984 proponen que el incremento producido en los
niveles de glucocorticoides por el estrés protege no contra la fuente
de éste en si{ misma, sino contra las reacciones normales del cuerpo al
estrés, que podrian llevar a la alteracién de la homeostasia (Esquema

3).

La degeneracién del timo y otros érganos linfoides, en respuesta
al estrés, ha sido atribuida a 1la accién de las hormonas
adrenocorticales 1liberadas durante este perfodo, sin embargo existen
datos que indican disminucién del peso del timo y bazo en animales
adrenalectomizados y gonadectomizados, sujetos a estrés con respecto a
animales operados no estresados (59). El sistema inmune también puede
influir en 1la funcién adrenal: 1la inyeccién de sobrenadantes con
linfokinas causa un aumento de glucocorticoides circulantes, en
ratones y humanos, y la administracién de fraccién 5 de timosina causa
un incremento dosis-dependiente de 1la corticosterona (71). El efecto
inmunosupresivo de los glucocorticoides puede ser contrarrestado por
las hormonas timicas, bloqueando la unién del esteroide a su receptor,
convirtiendo linfocitos esteroide-sensibles en esteroide-resistentes

(72), pudiendo considerarse as{ al timo como un 6rgano antiestrés.
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Los efectos de los glucocorticoides en el sistema inmune son muy
variados, a continuacién vamos a exponer algunos de los mds

significativos:

A nivel subcelular: Los efectos intracelulares estidn mediados a

través del receptor de 1los glucocorticoides. Los glucocorticoides se

unen a un receptor citoplasmatico especifico, el complejo activado se

transloca al ndcleo, interactfa con el genoma en la modulacién de 1la
expresién génica, produciéndose la transcripcién del RNA mensajero y
la sintesis de proteinas. La presencia de estos receptores especificos
no garantiza la sensibilidad de la células a los glucocorticoides,
pues se ha encontrado gque 1lineas celulares resistentes a 1los
glucocorticoides presentan altos niveles de receptores (73). Por otro
lado, estudios sobre la capacidad "in vitro™ de 1los corticosteroides
de afectar diferencialmente 1la proliferacién de linfocitos, de
distintos tipos celulares, sugieren que estas hormonas pueden regular
la ruta de maduracién intratimica y, aunque la relevancia de 1la alta
expresién de receptores en células precursoras intratimicas no esta
clara, la densidad de receptores puede considerarse como un marcador
de diferenciacién para los linfocitos T (74). Sin embargo, no puede
concluirse que pardmetros relacionados con la densidad y la afinidad
de unién sean importantes en 1las respuestas de las células a los
glucocorticoides, ya que otros mecanismos subcelulares pueden
intervenir en la inmunorregulacién, como la razén del metabolismo del

cortisol (diferente en células T y B, podria explicar la diferente
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sensibilidad de ambos tipos celulares) (75) o la concentracién del AMP

ciclico (76) o alteraciones de membrana celular y nucleares (77).

A nivel celular: Diferentes observaciones sobre 1los efectos

liticos de los glucocorticoides han intentado explicar los mecanismos
de requlacién inmune. La citolisis de los timocitos inmaduros, mediada
por glucocorticoides a través de 1la degradacién del DNA, podria
producirse por induccién de un proceso autolitico en las propias
células (78). Ademds, timocitos tratados con dexametasona inducen unos
productos de genes liticos con actividad nucleasa (79). En estudios
"in vitro" Cidlowski (80) encontré degradacién de RNA producida por
dexametasona. También se producia degradacién proteica en células de
bazo murinas tras administracién de glucocorticoides (81) y ratas
tratadas con dexametasona presentaban degradacién de DNA (82). Otros
datos como la lisis producida en el linfoma S-49 por glucocorticoides,
a través de la mediacién de receptores, no es encontrada en otros
linfomas y linfocitos normales, que presentan resistencia al efecto
litico a pesar de tener receptores (83). Resultados obtenidos por
otros autores (84) apoyan 1la teorfa de 1lisis celular, pero
independiente de 1los glucocorticoides y producida por grdnulos
formadores de canales, 1lamados perforinas. Finalmente, la
desaparicién de células corticales timicas por exposicién sistemdtica
a glucocorticoides parece no depender de éstos pues persiste en
animales adrenalectomizados (85), lo que viene a apoyar wuna

explicacién mds compleja del mecanismo de involucién por el estrés.

Los glucocorticoides pueden mediar 1la liberacién de factores
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solubles, inhibiendo la produccién "in vitro" de interleukina-2 (IL-2)
(86), interleukina-1 (IL-1) e interferén (IFN) (70, 87, 88). Ademas
suprimen la produccién del activador del plasminégeno en monocitos e
inhiben 1la liberacién de histamina (70, 89). La modulacién de la
liberacién de mediadores solubles puede ser un mecanismo potencial

importante en la inmunorregqulacién.

Con respecto a la proliferacidén, distintos autores (68, 70, 90)

han encontrado un efecto inhibitorio, mediado por la IL-2 a través de
Aﬁa inhibicién de la liberacién de écigg araquidénico y la liberacién
de leukotrienos. La adicién de glucocorticoidegﬂ a células de bazo
murinas también deprimia 1la respuesta proliferativa (91). Las
respuestas proliferativas de linfocitos a corticosteroides son muy
variables, el tipo de cepa, sexo y la dosis empleada pueden influir en
ellos. Dosis farmacolédgicas disminufan la estimulacién de linfocitos
por mitégenos (92), sin embargo eran requeridas dosis bajas para la
proliferacién (71), mostrando asi un efecto diferente segin la dosis.
Sin embargo, la supresién, inducida por el estrés, de la estimulacién
de linfocitos esplénicos y periféricos con agentes mitéticos como la
fitohemaglutinina (PHA), persistfa en ratas adrenalectomizadas (93).
Asf, un mecanismo independiente de las glandulas adrenales debe
influir en 1la supresién 1la inmunidad, bien por disminucién de

poblaciones T funcionales o redistribucién en tejidos linfoides.
La produccién de anticuerpos contra antigenos timo dependientes e
independientes resultaba afectada con 1la presencia de implantes de

corticosterona (94). Ademds, 1la disminucién en el titulo de
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anticuerpos contra eritrocitos de oveja también era observada en

ausencia de cdpsulas suprarrenales (95).

Los niveles de inmunoglobulinas G y A (IgG Y IgA) y en menor
medida la inmunoglobulina M (IgM) disminuyen por los corticosteroides,
mientras que los niveles de inmunoglobulina E (IgE) son aumentados. A
estos efectos se suma la posible induccién de la maduracién "in vitro"

de las células B a células productoras de anticuerpos (89).

Sobre otros tipos celulares, los glucocorticoides ejercen efectos
diversos entre los que se pueden enumerar: inhibiéién y potenciacién
de la actividad NK, tanto "in vivo" como "in vitro"™ (68, 89);
inhibicién de 1la actividad fagocitaria de leucocitos humanos y
supresién de la sensibilidad de macréfaqgos al IFN y de la actividad
humoral de éstos (87); retraso en el desarrollo de las células T
supresoras, cuando eran adicionados previamente y sin efectos cuando
la adicién era posterior (89); y actuacién sobre la funcién de las

células T auxiliares en aves (94).

Cambios en la migracién de las células linfoides: E1 papel de los

esteroides adrenales en la regulacién de la migracién de células

\_:,_.v_m,,. e

p{fgg£§9£§§mwggpggoyéticas puede ser de importancia fisiolégica. Esta;
migracién, medida como formacién de colonias endégenas, disminuia con
el estrés e incrementaba con la adrenalectomia, desde la médula ésea a
la sangre y de ahf al bazo (96). Parecia pues que el proceso estaba

controlado en parte por el eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal. Otros

datos indican que 1los corticosteroides deprimen la blastogénesis de
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las células precursoras, por lisis o alteraciones celulares (28).

La administracién "in vivo" de glucocorticoides resulta en un
incremento de 1los neutréfilos circulantes y dosis farmacolégicas de
corticosteroides, independientemente de 1la 1lisis celular, inhiben la
migracién ™"in vitro" de linfocitos periféricos y esplénicos,
resultando mas afectados los B gque los T. El mecanismo de inhibicién
puede envolver procesos moleculares o subcelulares, afectando a un
receptor de superficie, la actividad esterasa, niveles de nucleétidos
ciclicos, 1induccién de ensamblaje de microt@bulos ovactividad de

microfilamentos (97).

Otros autores han apuntado que 1la redistribucién podria estar
alterada por migracién de células de la circulacién a la médula ésea o
por una mayor liberacién de células desde el timo, explicdndose la
existencia de poca cantidad de linfocitos en plasma, con altas
concentraciones de glucocorticoides, como 1la adquisicién por parte de
las células de una vida media muy corta (92, 98). El mecanismo que
induce 1la redistribucién no estd bien clarificado, alteraciones en la
configuracién molecular de la superficie de 1la membrana pueden
resultar en cambios en los patrones de migracién (97). La
redistribucién puede ser un mecanismo homeostdtico, en las respuestas
inmunes normales y los cambios producidos por glucocorticoides pueden
ser un mecanismo importante en el efecto inmunorrequlador de estos

agentes.
En resumen, estos fenémenos no parecen estar fnicamente
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relacionados con los esteroides adrenales (y también gonadales), ya
que el estrés puede alterar componentes del sistema inmune en ausencia

de estas hormonas (59).
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I.4.2.- Relaciones entre el sistema nervioso central y el sistema

inmune.

Durante los Gltimos afios se han realizado numerosos estudios gque
han puesto de manifiesto la existencia de una comunicacién
bidireccional entre el sistema nervioso y el sistema inmune. Ambos
sistemas desempefian una funcién similar en el mantenimiento de la
homeostasis y la integridad del organismo con respecto al ambiente
externo. Mientras que el sistema nervioso central estd envuelto en el
desarrollo de la funcién inmune, este Gltimo es un mediador potencial

de los fendmenos psicosomdticos.

Esta interaccién entre los procesos neurocendocrinos e inmunes se
basa en numerosos estudios y evidencias, algunas de las cuales

resumimos a continuacién:

- Ambos sistemas estdn comunicados directamente a través de
conexiones especificas. El sistema nervioso auténomo tiene conexiones
con el timo, esta inervacién podria ser necesaria para su desarrollo.
Los nervios crecen hasta el momento, durante el desarrollo de la
glandula, que empiezan a llegar células T inmaduras. Experimentalmente
se ha observado que el timo rudimentario de ratones desnudos presenta
una inervacién anormal. El1 bazo, nédulos 1linfaticos y la médula
espinal presentan, también, inervaciones nerviosas. Es una inervacién
precisa que genéralmente finaliza en regiones ricas en células T,
evitando las A4reas que contienen células B en desarrollo. El camino

por el que la inervacién afecta 1la funcién inmune no se conoce muy
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bien, pero podria ayudar a regular el movimiento celular en y a través
de varios érganos inmunes. Podemos decir que, en un sentido anatémico,
hay un ambiente propicio para la requlacién neural directa del sistema

inmune (99, 100).

- Las células inmunes poseen receptores de membrana que son
capaces de responder a numerosas sustancias quimicas, conocidas como
transmisores o moduladores de sefiales nerviosas. Asi, se han
encontrado en timocitos y linfocitos receptores para hormonas
controladas por el sistema nervioso central y neurotransmisores como
acetilcolina, norepinefrina, péptidos opidceos, somatotrobina (STH)...
Estos receptores son considerados como importantes para la
diferenciacién de los linfocitos y el control de su actividad. Ademés,
estos agentes neuroactivos pueden alterar las funciones inmunes
celulares, produciendo incremento o disminucién segin el agente usado
y la célula que responde. Por ejemplo, ACTH, a-Endorfina y encefalinas
suprimen la produccién "in vitro" de anticuerpos y ACTH es necesaria
para la transformacién de timocitos en células inmunocompetentes (21,

26, 28, 99, 100).

- La funcién inmune puede ser alterada por tratamientos que
destruyen areas especificas del cerebro. Las lesiones producidas en la
regién anterior del hipotdlamo decrecen una gran variedad de
funciones, mientras que las lesiones en la amigdala o el hipocampo
producen un incremento en estas mismas funciones. Stein y
colaboradores (38) encontraron que 1lesiones en el hipotdlamo basal

anterior reducian la severidad de la respuesta anafilactica en cobaya,
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ademas de los titulos de anticuerpos y las respuestas de
hipersensibilidad retardada. Los mecanismos inmunes puedén ser
modificados por 1la interrupcién de las rutas neuronales, iaunque los
cambios producidos en el nGmero y £funcién de las células de hazo,
médula y timo pueden mediar también estas alteraciones. Finalmente, la
estimulacién de nervios periféricos o del cerebro también pueden

alterar la funcién inmune (43, 99, 100).

- El sistema inmune también puede estimular al sistema nervioso.
La estimulacién antigénica produce cambios eléctricos en el hipotdlamo
con el incremento de las descargas neuronales. Asf, los drganos y
células inmunes pueden tener la capacidad de influir en las
actividades neuronales, siendo el cerebro informado de la invasién de

antigenos extrafios a través del sistema inmune (21, 99, 100).

- También se ha sugerido que los cambios en la actividad neuronal
eran causados por productos solubles, llamados linfokinas, que eran
liberadas por linfocitos activados. Estos productos incluyen algunos
agentes como IFN, IL, ... gque tienen efectos neuronales (99). Hall y
Goldstein han  propuesto para  éstos la denominacién de
inmunotransmisores, por analogia con los neurotransmisores, que
transmiten sefiales nerviosas. Estos mismos autores han comunicado {(71)
gue hormonas timicas, que son necesarias para la maduracién normal de
las células T, tienen efectos en el cerebro. Ellos encontraron que 1la
fraccién 5 de la timosina actuaba a través del hipotdlamo y pituitaria
incrementando la concentracién de corticosterona. Este resultado puede

parecer contradictorio, considerando el efecto supresor en el sistema
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inmune que pueden tener los esteroides, pero estos autores proponen

que es parte de la regulacién normal de las respuestas inmunes.

En un principio las timosinas podrian proteger a 1la respuesta
inmune de 1los efectos supresores de los esteroides, induciendo la
maduracién de linfocitos (mucho menos susceptibles a los esteroides
que las células inmaduras). Las timosinas, al aumentar los niveles de
corticosterona, ayudarian a- la reduccién o finalizacién de 1la
respuesta inmune, una vez que el agente 1invasor estuviese bajo
control. La accién supresiva de los esteroides prevendria, asi, 1la
activacién de linfocitos maduros adicionales, mientras que los ya

activados sequirian actuando (71).

- Alternativamente, el efecto del sistema inmune en el sistema
nervioso puede ser mediado por neurotransmisores mas tipicos,
neuromoduladores u hormonas, que pueden ser producidos por los
linfocitos activados, como ACTH, péptidos opidceos.. Algunas de estas
hormonas pueden funcionar como linfokinas en 1la requlacién de otras
linfokinas, asi la vasopresina y oxitocina reemplazan a la IL-2 en ‘la
produccién de IFN-gamma, mientras que ACTH la suprime. f-Endorfina y
encefalina aumentan la mitogénesis y las rosetas en las células T (99,

100).

Basandose en todos estos datos, enunciados anteriormente, Blalock
(100) considera que el sistema inmune puede servir como érgano
sensorial para estimulos no reconocidos por el sistema cléasico

sensorial. Considerando todas las interrelaciones entre sistema
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nervioso y sistema imune con receptores, linfokinas vy vpéptidos
endocrinos comunes se ha propuesto, dentro de wuna l43ica base
bioquimica, que ambos sistemas comparten grupos similares de péptido
seflal y receptores. El sistema inmune tiene receptores gque reciben
estimulos no cognitivos (bacterias, virus, antigenos..) gue no son
reconocidos por el sistema nervioso central. Esta informacién es

transmitida al sistema endocrino, mediante hormonas producidas por

linfocitos, produciéndose un cambio £fisiolégico. Por otro lado, el
sistema nervioso central reconoce estimulos cognitivos, que resultan
en una informaciédn hormonal, que tras ser reconocida por receptores
linfoides, produce cambios inmunolégicos. Los dos sistemas forman por
tanto un circuito integrado, cuyo estudio nos puede llevar al
conocimiento de todos los procesos que envuelven a la enfermedad, la

salud y los fenémenos de estrés (21, 99, 100).
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I1.4.3.- Proceso de migracién y diferenciacién de las células

linfoides.

El mantenimiento de 1los correctos patrones de migracién vy
diferenciacién de las célula linfoides es de gran importancia para el
desarrollo de la inmunocompetencia, por 1lo cual, 1la alteracién de
estos patrones podria explicér algunos de los efectos que ejerce el

estrés sobre el sistema inmune.

I.4.3.1.- Origen de las células linfoides.

Las células precursoras linfoides proceden inicialmente de los
islotes mesodérmicos (del saco vitelino) y del higado fetal durante la
embriogénesis y de 1la médula ésea después del periodo neonatal
{101-103). Las células precursoras multipotentes migran hacia un
6rgano linfoide primario, el timo en el caso de las células T y la
médula ésea (en mamiferos) o la bolsa de Fabricio (en aves), en el

caso de las células B (101). (Esquema 4).

Las primeras células llegan al timo cuando adn ‘no est4
vascularizado, por 1lo que deben atravesar el mesénquima timico y
finalmente invaden la membrana timica hasta su insercién entre las
células epiteliales. Con posterioridad, y después de la
vascularizacién, prosigque 1la entrada de linfocitos en ntmero

exponencialmente creciente, ya a través de los vasos {85, 101).
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Esta migracién de células, capaces de expresar marcado;es de
células T (104), ha sido demostrada por 1la capacidad de una
subpoblacién de células de médula 6sea de repoblar el timo de un
huésped irradiado, detectado mediante marcadores cromosémicos y
fluorescencia (103). También, una poblacién murina de médula ésea
migraba "in vitro"™ frente a sobrenadantes producidos por timo neonatal

o células epiteliales timicas en cultivo (105).

La migracién es una respuesta quimiotdctica especifica a factores
producidos por células epiteliales timicas y, a partir de una segunda
oleada celular, por timocitos residentes en la gla&ndula, que generan

una segunda seflal complementaria a la del epitelio (106-109).

En el feto, los factores timicos pueden funcionar como una
molécula mensajera retroinhibidora que induce algunos tipos de células
y mantiene o suprime otros, en d&rganos productores de células que
entran en un procesamiento intratimico u 6rganos receptores de células
ya procesadas (110). Algunos factores timicos conocidos como la
timulina, el factor timico sérico (FTS) o la timopoyetina (TP-5) no
mostraban actividad quimiotdctica en ensayos de migracién "in vivo" e

"in vitro" (105).

Muchos de 1los factores o péptidos quimiotacticos, aunque la gran
mayoria no han sido identificados, parecen ejercer una funcién dual,
controlando 1la migracién orientada e induciendo comportamientos
invasivos transitorios. Recientemente, Imhof y colaboradores (104) han

obtenido un  péptido quimiotdctico de epitelio timico, 1lamado
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timotaxina, gue induce la migracién de células hemopoyéticas de médula
de rata, que eran capaces de expresar marcadores de células T, cuando
entran en contacto con cultivos embrionarios de timo. Otro factor, el
TCF (factor quimiotadctico de linfocitos T) ha sido purificado a partir
de medio condicionado de leucocitos mononucleares de sangre humana,
estimulados con PHA; este factor mostraba similitud en la secuencia
aminoterminal con una proteina activadora de neutréfilos (NAP-1), que
también era quimiotdctica para.linfocitos T "in vitro" (111). Adem4s,
parece que el timo puede afectar indirectamente 1la produccién de
células precursoras, a través de los factores humorales vtimicos que

modulan la produccién de factores estimulantes de colonias (112).

I.4.3.2.- La glandula timica: un érgano linfoide primario.

El timo, que pertenece a la familia de las glandulas endocrinas,

ejerce su funcién biolégica al menos mediante dos mecanismos:

- proporcionando un microambiente en el que las células T
precursoras de la médula ésea maduren y se diferencien.

- secretando un nimero de polipeptidos timicos que ha sido
mostrado que est&n implicados en la induccién de la maduracién
y diferenciacién, asi como 1la modulacién de las respuestas

inmunes de las células T (112).

El timo es una gldndula que, en el hombre, estd formada por dos

l6bulos y que se encuentra situvada en la parte anterior del térax,
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inmediatamente bajo el esternén y cuya funcién ha sido una incégnita
durante muchos afios. El estudio del papel del timo en el desarrollo
del sistema inmune es una de las bases en 1las que se asienta 1la
inmunologfa moderna. El timo es el 1lugar principal de generacién
linfoide, y determina, en parte, los patrones especificos de respuesta
de las células T. La mayor parte de estas células linfoides mueren en

el timo y sélo una pequefia porcién es exportada a la periferia (113).

Factores como la raza, el sexo y edad de los animales influyen en
el peso del timo y el nimero de células de éste (112). El timo estéd
muy desarrollado en un animal joven, crece desde el nacimiento hasta
la pubertad. En el ratén, su peso varia entre el 0.5% y 1% al inicio
del perfodo neonatal. En el hombre va aumentando de tamafo, en
relacién al crecimiento general, hasta 1los 8-10 afios, a partir de
entonces la glandula se retrasa y empieza a atrofiarse lentamente.
Estas alteraciones de tamafio con 1la edad van acompafiadas de
alteraciones histolégicas. En su estado mds desarrollado el timo esté
constituido por una cAdpsula de tejido conectivo y una porcién cortical
y otra medular, constituidas por linfocitos y células epiteliales y
unas  estructuras de caracteristicas dnicas, 1los corpisculos de
Hassall. Ademds de la disminucién constante del peso, se produce una
disminucién de la relacién corteza-médula, una disminucién de los
corplsculos de Hassall, pérdida del parénquima timico y aparicién de
grasa. Todas estas alteraciones se conocen como involucién por la edad
(114). También se produce involucién timica durante los estados de

gestacién, que continfa durante la lactancia (115).
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Muchos casos de enfermedades producen una involucién timica
ca;acterizada por la pérdida de peso, este proceso es conocido como
involucién timica por  estrés y da 1lugar, también a cambios
histolégicos, con un aumento de formas quisticas en los corpisculos de
Hassall, aparicién de agregados epiteliales en 1la médula timica,
pérdida de corteza timica y aparicién de células cebadas. E1 timo es
uno de los érganos que mas sufre los efectos del estrés; infecciones
agudas, lesiones, irradiacién... provocan una disminucién del volumen

timico y, por tanto, una atrofia por estrés (116).

1.4.3.3.- Diferenciacién intratimica de linfocitos.

El timo es el lugar de diferenciacién primario para los linfocitos
T y, ademas, juega un papel critico en la generacién de las células T
inmunocompetentes. El microambiente timico desempefia un papel crucial
en la diferenciacién de 1las células precursoras en células T; para
esta maduracién son necesarias interacciones directas célula a célula,
especialmente entre linfocitos y células epiteliales (85). Asi se ha
demostrado recientemente que los timocitos humanos se unen a células
epiteliales timicas "in vitro" y que estas mismas células epiteliales
pueden funcionar como accesorias para 1la activacién de timocitos

maduros (117).

Los protimocitos, que entran en el timo, experimentan una

seleccién clonal, expansién y maduracién. La regién cortical, que
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contiene los timocitos inmaduros proliferantes, es el lugar mds activo
para la linfopoyesis del organismo, que parece tener 1lugar de forma
continua y sin estimulacién antigénica. El estimulo procede
probablemente del mismo timo, sin depender de influencias externas o
mecanismos de autorregulacién (118), con respecto a esto, evidencias
de 1la estimulacién de la linfopoyesis por células epiteliales timicas

fueron detectadas ya en 1956 por Grégoire y Duchateau (119).

En el proceso de proliferacién las células son seleccionadas para
la madurez inmunolégica o 1la muerte. Se ha observado que los
linfoblastos reemplazan el 25% de los timocitos por dia, pero sélo el
1% de las células es exportado por el timo. Metcalf (120) ya comentaba
que el 95% de los timocitos eran destruidos "in situ". Estos
linfoblastos, retirados de la ruta de maduracién, mueren gradualmente,
permaneciendo en la fase Go o0 G en el timo, hasta tres difas después
de la dltima divisién de 1los precursores blasticos. Se ha observado
que aunque células corticales son lisadas por exposicién sistemdtica a
glucocorticoides, su muerte no depende de 1los esteroides, pues
continua mds o menos programada en animales adrenalectomizados (85,
121). La rmuerte programada envuelve un gqrupo de alteraciones
enzimdticas, controladas en algunos casos por el nivel incrementado de
sintesis "de novo" de proteinas (por ejemplo, la desoxinucleotidil

transferasa terminal o TdT) (85).
La presencia de una involucién timica prolongada (provocada por
una situacién de estrés crénico, por ejemplo) es achacada a la

inhibicién de esta mitosis 1linfocitaria o a wuna disminucién en el
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nimero de c¢élulas repobladoras del timo a partir de 1la médula ésea

(122).

El criterio de maduracién timica se basa en 1la aparicién o
desaparicién de marcadores de diferenciacién fenotipicos pero también
en la actividad funcional en respuesta a mezclas de linfocitos vy
generacién de células T citotéxicas. La diferenciacién timica envuelve
la reordenacién de genes que codifican los receptores antigénicos
(TCR), capaces de interactuar con el antigeno, y la expresién de un
grupo de proteinas de superficie de las células T, que dividen estas
células maduras en las que suprimen y en laé que potencian la
produccién de anticuerpos. Después de 1la reordenacién de los genes de
receptores, las células T estdn sujetas a mecanismos selectivos en el
timo que 1llevan a 1a supervivencia de células capaces de responder
(restriccién) a antigenos extrafios y 1la muerte de las células que
reconocen (tolerancia) a antigenos propios. Este reconocimiento clonal
no depende de antigenos especificos, sino que envuelve la adquisicién
de 1la restriccién de reconocimiento de antigenos, en asociacién con
productos particulares del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). Después de esto, los linfocitos T migran a través de la sangre
periférica a otros tejidos y permanecen quiescentes hasta que
contactan con sus antigenos afines. La iniciacién de sus funciones
inmunolégicas comienza con la interaccién del receptor antigénico con
la combinacién del antigeno y moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad, en la superficie de las células presentadoras de

antigenos (123).
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Pero en los procesos de maduracién, ademads de las interacciones de
linfocitos y células estromales, también factores solubles extraidos
del timo poseen capacidad de promocionar o reqular la diferenciacién y
maduracién de la células pre-T en 1la médula y células inmaduras en el
cértex. Ensayos "in vitro" han indicado que 1los timocitos inmaduros
eran incapaces de expresar el marcador Thy-1l, bajo la influencia
inductiva de la fraccién 5 de 1la timosina, timosina a;, factor timico
sérico (FTS) y timopoyetina (124, 125). Asi pues, 1los factores
humorales, alquno de 1los cuales estan claramente modulados por el
estrés, pueden modificar este medio interno y alterar los patrones
normales de diferenciacién (28). Se ha observado- que el patrén
alterado de 1la secrecién de hormonas timicas, tras la exposicién
neonatal a estrégenos, puede 1llegar a modificar la diferenciacién de

timocitos (64).

En resumen, la diferenciacién intratimica de 1los 1linfocitos se
regula a través de factores solubles sistémicos, hormonas timicas
epiteliales, IL-2 y mediante interacciocnes directas entre células T y
células del estroma, modulados por receptores del MHC. Recientemente
se ha caracterizado un complejo linfoepitelial denominado célula
nodriza timica (thymic nurse cell), que refleja esta asociacién entre
timocitos inmaduros y células epiteliales del cértex (126). En
humanos, 1las células nodrizas contienen linfocitos vivos en su
citoplasma, y su situwacién, préxima a los vasos sanqguineos, 1les

confiere un papel clave en el trdfico de linfocitos intratimico.
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.La mayor parte de las células maduras se encuentran localizadas en
la médula timica, pero algunas células no necesitan entrar en la
médula para finalizar su maduracién. (85). Ademds de este papel en la
diferenciacién, se considera que la médula desempéﬁa funciones en el
desarrollo de 1la memoria inmune (127). La maduracién funcional se
completa cuando las células T se unen al antigeno apropiado.
Funcionalmente, la produccién dé IL-2 es una de 1las caracteristicas

notorias de las células maduras.

1.4.3.4.- Recirculacién linfoide.

Los timocitos son liberados desde el érgano linfoide primario,
experimentando una maduracién adicional en tejidos 1linfoides
secundarios, como bazo y nédulos 1linfoides, donde adgquieren wuna
competencia inmune completa para rechagar proliferaciones, neoplasias
o transplantes (98). Este proceso de exportacién celular no parece
iniciarse hasta después del nacimiento, el timo continuard creciendo
hasta 1la pubertad, a partir de la cual involuciona, aunque en casos
especiales puede movilizar células T. Esta poblacién de células
emigrantes, ya definida en los afios 60 por Weissman (128), posee
marcadores fenotipicos y propiedades funcionales de las célula
maduras. Tras abandonar los érganos linfoides centrales, cada
poblacién linfocitaria se distribuye en dreas diferentes de érganos
periféricos. Este proceso de seqgregacién se conoce como ecotaxis

(homing) .
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Las células maduras 1linfoides circulan continuamente desde 1la
sangre a érganos linfoides y por via linfdtica de nuevo a la sangre;
en esta recirculacién el bazo parece desempefiar un papel fundamental
(129). Aunque el tréfico de células maduras a la periferia esté&
considerado como unidireccional, en ciertos casos 1los 1linfocitos
periféricos pueden entrar nuevamente en el timo, como en el caso de
células leucémicas, timo irradiado... Se enconfré que células de
lineas de linfocitos T, activas funcionalmente, pueden emigrar de
nuevo al timo y persistir alli, en estado quiescente hasta su nueva
activacién por antigenos. El1 timo estd, asi, conectado con 1la
periferia por un doble flujo .de 1linfocitos efectores; estas células
que retornan al timo parecen ser inducidas a hacerlo en respuesta a
antigenos, estando relacionado con su estado linfoide, su capacidad de
mediar efectos inmunolégicos especificos e incluso con una posible
funcién como memoria inmunolégica (127, 130). El1 timo puede asi
regular el desarrollo del sistema de células T, no sélo por 1la
poblacién precursora producida que genera el sistema periférico sino
regulando las poblaciones periféricas por medio de factores solubles

circulantes (110).

1.4.3.5.- Antigenos de superficie y enzimas relacionadas con 1la

diferenciacién de las células T.
Un timo funcional es un requerimiento esencial para la maduracién,
proliferacién, desarrollo y expresién de la competencia inmunolégica

de 1los linfocitos T. Aunque no estd muy claro como el timo ejerce su

-66-



control sobre el desarrollo de 1las células T, un mecanismo hormonal
puede ser uno de los componentes del mecanismo de control. Las células
producidas por el timo difieren en su estado de diferenciacién, siendo
una de las caracteristicas mis destacadas de la ruta de diferenciacién
linfoide el cambio de receptores de superficie, pero también en su
actividad funcional en respuesta a mezclas de linfocitos y generacién
de células T citotéxicas. Las hormonas timicas ejercen un efecto en la
expresién de estos marcadores de superficie y en las funciones de las

células T (112).

El timo estd subdividido en dos grandes compartimentos, cortical y
medular. La diferente localizacién histolégica ha sido utilizada para
la clasificacién de 1las distintas subpoblaciones linfoides. Los
timocitos corticales (85-90% de timocitos totales) son frecuentemente
pequefios y se consideran una subpoblacién inmadura frente a los
timocitos medulares (10-15% del total), frecuentemente de mayor tamafo
y considerados como una subpoblacién de timocitos maduros. Ambas
subpoblaciones difieren en una serie de antigenos expresados en su
superficie y en sus funciones inmunolégicas, ya que los medulares
contienen subpoblaciones funcionales como células T citotéxicas o
auxiliares, y capaces de producir linfokinas tras estimulacién (113,
131). La médula contiene la mayor parte de las células con fenotipo
maduro, pero sin embargo, en el cértex aparecen células con fenotipos
distintos, y algunas de las cuales no pueden considerarse inmaduras.
Es probable que el flujo de diferenciacién propuesto de
cértex-médula-periferia no sea siempre asf, pues hay evidencias de

células que no necesitan entrar en la médula para su maduracién (85),

-67-



parece pues gue el proceso es mas complejo.

La resistencia a esteroides ha sido considerada como un marcador
de madurez. Los timocitos corticales eran cortisona-sensibles (CST) vy
los medulares eran cortisona-resistentes (CRT). Sin embargo, datos
obtenidos por Reichert y colaboradores (132) indicaban la existencia
de linfocitos cortisona-resistentes en el cértex y que, ademds, eran
maduros. Esto refuta 1la hipétesis de que 1los timocitos maduros
fenotipica y funcionalmente estdn restringidos totalmente a la médula.
El timo exporta también 1linfocitos maduros corticales, chyo fenotipo
MEL-14"* representa la proporcién mayor de timocitos 'emigtantes, asi

pues cértex y médula pueden contribuir al grupo emigrante (132).

La unién a ciertas lectinas, especialmente a la aglutinina de
cacahuete (PNA), que se fija a los residuos terminales de 1la
D-galactosa de la membrana celular, ha sido usada como marcador de
inmadurez para timocitos de rata y humanos. Los timocitos corticales o
inmaduros pueden ser aglutinados por el PNA, mientras que los
timocitos medulares o maduros no (113). Recientemente, han sido
identificadas dos glicoproteinas de superficie (170-180 y 110 Kd.) en
timocitos inmaduros que son receptores para el PNA (133, 134). La
densidad de estos receptores parece influir en la capacidad del PNA de
unirse a un determinado tipo de timocitos y no a otro y 1la expresién
de estos mismos parece depender del estado de activacién celular.
Otras investigaciones realizadas sugieren gque el contenido de
receptores puede estar inversamente relacionado con el grado de

maduracién  inmunolégica, ademds, recientemente se ha observado

-68-~



———

experimentalmente que el subtipo PNA™, en el hombre, es heterogéneo y

comprende tanto timocitos maduros como inmaduros (134).

En cuanto a la expresién de distintos antigenos, 1los timocitos
inmaduros presentan una alta cantidad de Thy-1 y TL y una baja
cantidad de H-2, en su superficie celular. En los timocitos maduros y
periféricos, TL estd ausente, Thy-1 se reduce y se incrementa la
expresién de H-2. Ademas, los timocitos inmaduros expresan
simultaneamente Lyt-2 y L3T4, mientras que los maduros o periféricos

expresan L3T4 6 Lyt-2, pero no ambos (28, 85, 131).

Ademds de 1los antigenos, el _proceso de @adugg?ié? de los
linfocitos T va asociado a variaciones de los niveles de actividad de
algqunas enzimas. Estas actividades enzimdticas han sido usadas como
marcadoras del grado de diferenciacién y, ademds, como marcadoras de
ciertas inmunopatologias, en las que presentan los niveles alterados
(136). Asi, por ejemplo, deficiencias en adenosina desaminasa (ADA) o
purina nucledétido fosforilasa (PNP), que son dos enzimas secuenciales
de 1la ruta degradativa de las purinas, resultan en inmunodeficiencias
infantiles, lo gque sugiere un papel de estas enzimas en la
diferenciacién de linfocitos. Entre 1las enzimas mas importantes se
encuentran: la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT); las
enzimas del metabolismo de las glucidasas: N-acetil-f-glucosaminidasa
(NABG) y B-glucuronidasa (BG); las enzimas del metabolismo purinico:
la adenosina desaminasa (ADA), 1la purina nucleétido fosforilasa (PNP)

y la 5'nucleotidasa (5'NT); y las serfin esterasas (SE).

TdT estéd asociada a 1los estados iniciales de maduracién y su
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ac@ividad decrece con ésta. ADA decrece marcadamente en el curso de la
diferenciacién, mientras que PNP. incrementa su actividad con la
madurez. Los niveles de 5'NT alcanzan un mayor valor en los linfocitos
periféricos. Las enzimas NABG y BG presentan una actividad que se
incrementa con la madurez (136-138). Finalmente, las serin esterasas
presentan variados  niveles -de actividad en las distintas
subpoblaciones 1linfoides, presentando un incremento de actividad
después de 1la estimulacién celular (139). Es conocido que el estrés
modifica el recambio de algunas proteinas, asi como los niveles de
actividad de diversas enzimas en algunos tejidos. Gagnon y
colaboradorés (140) encontraron un incremento de 1la actividad de
algunos mensajeros, que codifican para proteinas miofibrilares, tras
la aplicacién del estrés, este incremento de 1la sintesis proteica
podia estar influenciado por cambios fisiolégicos inducidos por los
glucocorticoides o el estrés. Otros investigadores (141) observaron
que otras proteinas, como la metalotioneina hepatica, incrementaban su
produccién tras el estrés. Estos mismos autores (142) indicaron
posteriormente el papel de las catecolaminas en la requlacién de la

fmetalotioneina en situaciones de estrés y rechazaron un posible papel

e ——

[ < .

‘critico de los glucocorticoides y glucagén. Sin embargo no se conoce
si existen variaciones en 1la actividad de enzimas marcadoras de 1la
maduracién y si este proceso tiene o no 1lugar en situaciones de

estrés.
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I1.4.3.6.- Alteraciones de los patrones de migracién linfoide.

Las células linfoides se desplazan continuamente a través del
organismo, en gradientes de sustancias quimiotacticas (quimiotaxis),
que orientan su trayectoria hacia el 1lugar de su produccién (timo,

focos antigénicos...). Esta migracién se realiza de dos maneras:

- Migracién: recorrido direccional hacia los érganos linfoides vy
los tejidos efectores extralinfoides. E1 timo estd abierto a un
trdfico bidireccional con los tejidos especificos, asi
linfocitos T activos pueden migrar hacia el timo y permanecer
latentes hasta ser nuevamente activados. La migracién de células
precursoras es de gran importancia en la respuesta inmune y en

la repoblacién del timo y érganos periféricos tras irradiacién.

- Recirculacién: patrullaje continuo por los distintos tejidos, en

su mayoria son células T de memoria, células B, células NK...

La disminucién en el nimero de células linfoides, que acompafia a
la involucién timica durante situaciones de estrés, ha sido
frecuentemente achacada a la toxicidad inducida por los
corticosteroides o a cambios en 1los patrones de migracién. La
posibilidad de gque esta involucién se deba a interacciones entre
células y factores humorales, o que los factores humorales provoquen
cambios en los patrones de migracién estd adn por dilucidar. Sin
embargo, existen numerosos datos que indican cambios en los patrones

de migracién por una u otra causa (96-98, 143-147). Es conocido que
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las células de médula 6bsea de ratones estresados por transporte no
respondian frente a factores quimiotdcticos, aunque presentaban una

recuperacién después de dos o tres dias (104).

Los mismos linfocitos de rata son capaces de producir mediadores
solubles que alteran 1los patrones de migracién de otros linfocitos.
McFadden y Vickers (147) encontrarén que células de bazo estimuladas
liberaban diversas linfokinas que alteraban la migracién 1linfoide en
rata, dos de ellas han sido identificadas, por estos mismos autores,
encontrdndose su actividad inhibidora y su capacidad de alterar
también la migracién de células mononucleares. La accién de estas
linfokinas parecia requerir la presencia de actividad esterasa en la

supeficie de las células esplénicas.

Los esteroides adrenales podrian desempefiar un papel importante en
la migracién linfoide, ya que el contenido de células precursoras
decrece en la médula ésea tras la adrenalectomia e incrementa en 1la
periferia y bazo. La formacién de colonias endégenas decrecia por
estrés o administracién de esteroides e incrementaba por
adrenalectomfa. Estos resultados pueden ser debidos al efecto de los
drganos adrenales en la migracién de las células precursoras y asi, la
razén de migracién podria estar controlada, al menos en parte, por el
sistema hipéfiso-adrenal. La formacién de colonias endégenas en ratén
irradiado estad suprimida por estrés, ACTH, o dexametasona, lo cual
apoya la hipétesis anterior (96). También es conocido que la
hidrocortisona, independientemente de 1la 1lisis celular, inhibe 1la

migracién de linfocitos T periféricos humanos y T esplénicos de ratén,
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aunque también las células B murinas eran sensibles a la inhibicién
(97). El1 mecanismo de inhibicién de la migracién de linfocitos podria
envolver algln proceso molecular o subcelular esencial para la
migracién (como receptores de superficie, actividad esterasa, niveles
de nucleétidos ciclicos, ensamblaje de microtibulos o actividad de

microfilamentos) (97).

Otros datos experimentales’ (98) apoyan 1la existencia de una
liberacién de células del timo a 1la circulacién y aunque en
circulacién aparecen pocos linfocitos, se explicarfa por 1la
adquisicién por éstos de una vida media corta, pér exposicién a
esteroides. En algunas situaciones especiales, como el embarazo y el
postparto, se produce una involucién timica y un significativo
incremento del ntmero de células T periféricas que podria estar
relacionado con la migracién de células desde el timo a los érganos
periféricos, especialmente al bazo (144). En otras situaciones, como
infecciones bacterianas, timomas, tratamientos quimicos..., las
células migrantes eran funcionalmente inmaduras y su migracién estaba
relacionada con una disminucién de los niveles de prostaglandinas.
Aunque durante el embarazo no se observa una disminucién de
prostaglandinas, otros mecanismos como 1los elevados niveles de
estrégenos y corticosteroides, podrian controlar la movilizacién de
las células 1linfoides. Ademds, las células migrantes durante el
postparto presentaban capacidad de suprimir la Ig del suero y tenian
caracteristicas de células T supresoras o células auxiliares (145).
Las células T emigrantes durante el postparto podrian desempefiar su

funcién en el mantenimiento de 1la homeostasis del sistema inmune
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materno durante el periodo comprendido entre el embarazec y el

postparto.

Finalmente, experimentos realizados recientemente por Haar vy
colaboradores (146) indican que las células de médula ésea de ratones
inmunodeficientes "viable motheaten", que se caracterizan por una
involucién timica prematura, presentan una muy disminuida capacidad de
migrar en repuesta a sobrenadantes timicos normales. As{ pues, 1la
involucién timica prematura de estos ratones estd relacionada con la
incapacidad de sus células de responder a sefiales timicas, ya gque el
timo mutante era capaz de atraer y ser repoblado por células de médula

de donantes normales.
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I.5.- OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

Los mecanismos moleculares . responsables del proceso de
capacitacién inmunolégica de los linfocitos T y 1la funcién de 1la
gldndula timica y sus hormonas en la maduracién linfoide han sido
objeto de estudio desde hace varios afios por nuestro laboratorio. Las
situaciones estresantes ejercen 'ptofundos efectos en la respuesta
inmune y aunque la modulacién de la inmunidad por el estrés parece un
fenémeno complejo, gue envuelve posiblemente mAs de un mecanismo, en
este trabajo nos proponemos estudiar los efectos del estrés sobre 1los
mecanismos de maduracidén e inmunocapacitacién linfoide, as{ como sobre
la expresidn de las distintas subpoblaciones de los linfocitos T,
intentando conocer algquno de los procesos de inmunomodulacién bajo

condiciones de estrés.
Para todo esto nos proponemos:

1.- Investigar los efectos de tres diferentes agentes estresantes,
sobre varios pardmetros en el ratén C57BL/6 y estudiar la respuesta al
estrés de subpoblaciones T del timo, determinando el tipo de
subpoblaciones afectadas.

2.- Estudiar los mecanismos por 1los que el timo es inhibido por el
estrés, buscando las condiciones éptimas que permitan discernir si se
trata de mortalidad celular o de efectos en los patrones de migracién.

. Determinar si los niveles de corticosteroides alcanzados durante
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" el estrés, pueden producir mortalidad celular, a través de la
degradacién del DNA, ya que es bien conocido que altas dosis de
corticosteroides exégenos producen esta degradacién en

i timocitos.

. Comprobar si 1la presencia “de cdpsulas suprarrenales es
fundamental en la involucién timica inducida por el estrés,
estudiando también la influencia de 1la adrenalectomia en otros

pardmetros utilizados como marcadores de estrés.

. Estudiar 1a influencia del estrés en la migracién-de las células
precusoras al timo, analizando el efecto de 1los factores
quimiotacticos timicos y su capacidad de inducir la migracién en
ensayos "in vitro", intentando profundizar en los mecanismos por

los cuales el timo es inhibido bajo situaciones de estrés.

3.- Determinar el efecto del estrés sobre 1la actividad de enzimas

utilizadas como marcadoras bioquimicas de 1a maduracién de 1los |

linfocitos T y sobre la evolucién de estos marcadores enzimdticos en
las subpoblaciones timicas , que se encuentran en distintos estados de

maduracién.

Para la consecucién de estos objetivos se procederd de la forma

siguiente:

1.- Se someterdn ratones C57BL/6 a tres tipos de agentes estresantés

(inmovilizacién, frio y natacién forzada) durante un perfodo de tiempo
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. para conseguir un estrés crénico, manteniendo otros del mismo sexo y

edad, como controles, bajo condiciones de minimo estrés.

2.- Tras su muerte por decapitacién se recogerd 1la sangre para la
determinacién de la concentracién de corticosterona en plasma por
técnicas fluorimétricas, también se extraerdn el timo, bazo y céapsulas
suprarrenales, que serdan pesados; Los timos serdn posteriormente

disgregados mecdnicamente para obtener una suspensién linfoide.

3.- Determinacién del ntmero de timocitos que componen las
subpoblaciones madura e inmadura del timo mediante aglutinacién

selectiva con lectina de cacahuete y conteo en hemocitémetro.

4.- Extraccién de DNA de alto peso molecular y andlisis posterior

mediante electroforesis en geles de agarosa de timocitos de ratones

e T T e e T e

sometidos a distintos perfodos de estrés, tanto agudo como crénico, y
controles con el fin de determinar si los niveles de corticosteroides
inducidos por el estrés son suficientes para producir degradacién del

DNA.

5.- Se realizardn adrenalectomias en ratones C57BL/6 que
posteriormente serdn sometidos a estrés de inmovilizacién o mantenidos

en condiciones no estresantes.

6.- Tras el sacrificio por decapitacién, se procedera de la forma ya
especificada en los puntos 2 y 3, para observar los efectos del estrés

en ausencia de glandulas adrenales.
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7.- Para determinar los efectos del estrés sobre la migracién linfoide
de la médula ésea al timo, se realizardn ensayos de miqracién "in
vitro" en CcAmaras Nuclepore donde se enfrentardn células

linfopoyéticas con factores quimiotacticos timicos procedentes de

=
e e o g

sobrenadantes de cultivos timicos de neonatos y ratones adultos
jévenes, estresados y controles, estudiando la influencia que ejerce
el estrés sobre 1los mecanismos de migracién, bien a través de su
accién sobre 1los factores quimiotacticos o sobre 1la capacidad de

reconocimiento de éstos por las células precursoras.

8.- Se obtendrdn extractos celulares timicos para su posterior uso en
la determinacién de 1la actividad de enzimas marcadoras de 1la
maduracién de los linfocitos T. 8e observardn los efectos del estrés
sobre las actividades 5'NT, NABG, BG y SE, tanto en linfocitos T

maduros como inmaduros.
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II MATERIALES



II.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

En todos los experimentos. se wutilizaron ratones C57BL/S,

procedentes del animalario de la Facultad de Biologia.
En los experimentos de estrés se utilizaron ratones machos de 35t2

dias de edad y 19:t2 gramos de peso. También fueron utilizados ratones

neonatos para la obtencién de sobrenadantes timicos.
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II.2.- REACTIVOS ESPECIALES.

Lectin from Arachis hypogaea (Peanut) (SIGMA CHEMICAL CO. USA).
Corticosterone (SIGMA).

Proteinase K (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH. GERMANY).

RNase A (BOEHRINGER MANNHEIM).

Agarose Seakem HGT (MARINE COLLOIDS DIV, FMC; CORPORATION).
Lambda DNA / Hind III Fragments (BETHESDA  RESEARCH
LABORATORIES) .

Kit for B-Glucuronidase (SIGMA).

Kit for 5'-Nucleotidase (SIGMA).

Test for N-Acetyl-A-D-Glucosaminidase (Colorimetric method)
(BOEHRINGER MANNHEIM) .

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (GIBCO. BRL).

Trypan blue stain (GIBCO. BRL).

Penicillin (10.000 1IU/ml) - Streptomycin (10.000 UG/ml) sol.
(GIBCO. BRL).

Foetal Calf Serum (GIBCO. BRL).

Los demas reactivos fueron todos de grado analitico vy

suministrados por SIGMA, MERCK, PROBUS y ANALEMA.
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. I1.3.- APARATOS.

Las marcas y modelos de aparatos utilizados en este trabajo de

experimentacién son los siguientes:

- Balanzas analiticas electrédnicas monoplato SARTORIUS modelos
2442 y béasico y SALTER electroscale modelo KE-1200A.

- Phmetros CRISON modelo digit-501 y microdigit-2001.

- Homogenizador de cuchillas SORVALL modelo Onmi-mixer 17220.

- Sonicador SONIFIER modelo B-12, Branson Sonic Power Company.

- Centrifugas KONTRON modelo Henmle 2Z-364 y SELECTA modelo
Meditronic.

- Centrifuga refrigerada BECKMAN modelo J2-21 con rotores JA-20 y
JA-14.

- Espectrofluorimetro SHIMADZO modelo RF-501.

- Espectrofotémetros UV/VIS PYE-UNICAM SP6-550 y BECKMAN DU-20.

- Alimentador de electroforesis ATOM modelo 502.

- Transiluminador ultravioleta ULTRAVIOLET PRODUCTS modelo C-62.

- Incubador de CO: y estufa de cultivo SELECTA modelo 207.

- Campanas de flujo laminar TELSTAR modelo AV-100 y PBI MINIFLO.

- Microscopio éptico NIKON modelo SE e invertido WILOVERT.

- CAmara KONIKA modelo TC-X, con objetivo macro MEXANON AR-55mm. y
filtro B-10 55E.

- Contenedor DEWAR para conservacién en N liquido.

- Bafios termostatados ATOM modelo T-tronic y SELECTA PRECISTERM
modelo S140/141.

- Vértex ATOM modelo Atomixer.
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Agitadores SELECTA.

Camaras quimiotacticas de migracién (BLIND WELL
NUCLEPORE modelo 440900 (Pleasanton).

Arcén congelador de -800C KOXKA modelo UE 800.

Autoclave SELECTA modelo Autester S-437-G.
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III METODOS



IITI.1.~ ESTERILIZACION DEL MATERIAL.

El material de trabajo utilizado ha sido esterilizado de 1a forma

siquiente:

- El1 material de vidrio fue autoclavado a 121°C y 1.2 atmésferas de

presién, durante 20 minutos.

- El1 material de plastico fue irradiado con 1luz ultravioleta
durante 12 horas o sometido a tres periodos de 7 minutos en un

microondas.

- E1 material liquido fue filtrado por membranas Millipore con un

tamafio de poro de 0.45 y 0.22 um.

En la preparacién de 1las - distintas disoluciones se us6é aqua

desionizada, bidestilada y esterilizada en autoclave.
Las suspensiones y extractos celulares se manipularon en hielo o

en cdmara frfa a 49C de temperatura. La cdmara de flujo laminar fue

utilizada en las manipulaciones que requerian esterilidad.
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III.2.- MANTENIMIENTO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Los ratones C57BL/6 fueron mantenidos en 3Jjaulas Panlab modelo
JC-1012 de 50 x 25 x 15 cm., bajo condiciones controladas de
temperatura (22:19C) y ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas (luz de
8.00 a 20.00), teniendo libre acceso a comida (dieta de mantenimiento

IPM-R20 de LETICA) y agqua.

A las cinco semanas de nacimiento, los machos fueron pesados y
asignados al azar de 4-6 animales por jaula a los siguientes grupos

experimentales:

- (CO) Los animales control eran mantenidos en el animalario bajo
minimas condiciones de estrés (148) durante el periodo
experimental.

- (CA) Controles adrenalectomizados, 1los ratones eran operados,
las glandulas adrenales extraidas y mantenidos bajo minimas
condiciones de estrés hasta 1la £finalizacién del periodo
experimental.

- (FA) Falsamente adrenalectomizados, 1los ratones eran operados
bajo anestesia con éter pero las capsulas suprarrenales no eran
extraidas.

- (IS) Animales estresados por inmovilizacién.

- (NS) Animales estresados por aplicaci6én de natacién forzada.

- (FS) Animales estresados por frio (-20°C).

- (IA) Animales adrenalectomizados y estresados por

inmovilizacién, los animales eran adrenalectomizados
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bilateralmente y después de tres dias de reposo se sometieron a

estrés de inmovilizacién.

Los animales adrenalectomizados y estresados se mantuvieron
separados de los animales control, procediéndose con ellos segin lo

especificado en los dos apartados sigquientes.

Todos los animales fueron mantenidos en las condiciones
recomendadas para este tipo de estudios (148). Ademds, para los grupos
adrenalectomizados el agua fue suplementada con una concentracién

fisiolégica de NaCl (0.15 M).

-87-



III.3.~ ADRENALECTOMIA.

La adrenalectomia y falsa adrenalectomia fueron realizadas entre
las 10.00 y 12.00 a.m., siquiendo el método propuesto por H.B.

Waynforth (149).

El animal, previamente anestesiado por inhalacién con éter, fue
colocado con la parte dorsal hacia arriba, realizandose una incisién
de unos 2 cm. desde la décima vértebra toracica hasta 1la segunda
lumbar. La piel fue retirada hacia ambos 1lados y se efectué una
incisién lateral en la capa muscular. Se localizé la parte superior
del rifibn, donde se encuentra la cdpsula suprarrenal, que fue retirada
con unas pinzas. En la fotografia 1 se seflala 1la situacién de 1la
cdpsula suprarrenal. La incisién se cerrd con una aguja de sutura

curva. La misma operacién fue efectuada en el otro lado.
Una vez terminada la operacién, el animal fue situado bajo una luz
que lo mantiene caliente, contrarrestando as{ el descenso de

temperatura producido por la anestesia con éter.

Con los animales falsamente adrenalectomizados se procedié de

igqual forma, pero sin efectuarse la extraccién de las capsulas.

La ausencia de tejido adrenal fue confirmada por necropsia y

medicién de los niveles de corticosterona en plasma.
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Fotografia nQ 1; Region dorsal de un raton C57BL/6. La capsula
suprarrenal aparece como un masa pdalida de

tejido en la parte superior del rinon y esta
indicada mediante una flécha.



III.4.- PROTOCOLOS DE ESTRES.

La aplicacién del agente estresante se realizé entre las 10.00 y

las 12.00 a.m.

Se eligieron tres tipos de agentes estresantes, ampliamente
citados en la bibiografia y de facil aplicacién y reproduccién en

nuestro laboratorio: inmovilizacién, natacién forzada y frio.

Estrés de inmovilizacién (IS):

Los animales fueron inmovilizados, en posicién supina mediante la
sujeccién de las cuatro patas, a un tablero durante 90 minutos diarios

y catorce dias ininterrumpidos.

Para los experimentos de andlisis de DNA, se utilizaron dos tipos
de estrés de inmovilizacién: un estrés crénico, anteriormente citado y
con una duracién de 90 minutos diarios, durante catorce dfas, y un

estrés agudo, con una duracién de 6 & 24 horas, en un solo dia.

Estrés de natacién forzada (NS):

El estrés crénico de nataciédn forzada consistié en introducir a

los animales en un recipiente con agua (50 cm. de didmetro y 60 cm. de

altura, temperatura 180C), durante cinco minutos diarios y catorce dias

ininterrumpidos.
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Estrés de frio (FS):

Los ratones eran introducidos en una cdmara a -20°0C, durante cinco

minutos diarios y catorce dias ininterrumpidos.
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ITII.5.- OBTENCION DE SANGRE Y ORGANOS.

Todas las extracciones se realizaron entre las 10.00 y las 12.00

de la mafana.

Después del periodo de estrés o control, los animales fueron
sacrificados por decapitacién- y la sangre fue recogida en un
recipiente heparinizado y centrifugada a 400xg durante 10 minutos a
40C, El plasma fue cuidadosamente retirado y almacenado a -20°C hasta su

uso para la determinacién de corticosterona.

El timo} bazo y capsulas suprarrenales fueron extraidos, liberados

del tejido conectivo, si lo tuvieran, y pesados.
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II1.6.- OBTENCION DE CELULAS LINFOIDES.

Estas células fueron obtenidas de ratones de siete semanas de
edad, mantenidos bajo condiciones de minimo estrés o sujetos a la

accién de un agente estresante.

II1.6.1.- Obtencién de timocitos.

Tras ser pesados, los timos se depositaron en una placa Petri que
contenia tampén fosfato salino (PBS) (PO HNa 0.01M y NaCl 0.15M, pH
7.4). La suspensién celular se obtuvo por suave disgregacién mecdnica
sobre una malla metdlica de acero inoxidable, que permite difundir los
timocitos, y posterior filtrado a través de una gasa estéril para
eliminar los agregados. Las células se recogieron por centrifugacién a

400xg, durante 10 minutes.

Los eritrocitos se eliminaron por incubacién con tampén de lisis
(Tris-HC1l 0.17M y NH4C1 0.16M, pH 7.2) a 00C durante 10 minutos. Los
timocitos se lavaron dos veces con PBS que contenfia 1% (w/v) de
seroalbimina bovina (PBS-BSA 1%) para eliminar el tampén de lisis, y

se procedié a su recuento y determinacién de viabilidad.
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I11.6.2.- Separacién de subpoblaciones de timocitos.

La separacién de subpoblaciones timicas que difieren en su estadio
de maduracién fue realizada mediante 1la aglutinacién selectiva con
lectina de cacahuete (PNA) y segin el método descrito por Reisner vy

Sharon (150).

La 1lectina de cacahuete (PNA) es una proteina capaz de unirse a
restos de q%i;oproEgiﬁas Yy giisgljggggs de las membranas celulares.
Asi, basandose en las diferencias fenotipicas de la superficie puede
aglutinar a los timocitos inmaduros, por lo que ha sido muy utilizada
en la separacién de subpoblaciones corticales (no maduras) y medulares

(maduras) de timocitos murinos.

Del orden de 200 millones de timocitos en 250 ul. de PBS se
incubaron con 250 pl. de una disolucién de PNA (1 mg/ml. PBS), durante

20 minutos a temperatura ambiente, en tubos pequefios de plastico.

Finalizada la incubacién, la suspensién celular fue depositada
cuidadosamente sobre un lecho de 8 ml. que contenfa PBS y 20% de suero
fetal de ternera (PBS-FCS 20%), en tubos cénicos de vidrio de 15 ml.,
y las células se dejaron sedimentar 30 minutos a temperatura ambiente.
La fraccién sedimentada en 1la parte inferior de tubo (PNA*) y la
fraccién superior que contenfa los timocitos PNA~ fueron recogidas por
aspiracién de 1 ml. de lecho cada una con una pipeta Pasteur, vy
transferidas a tubos que contenfan 5 ml. de una disolucién de

D(+)-Galactosa 0.2 M en PBS e incubadas 15 minutos a temperatura
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ambiente. La galactosa disocia las células aglutinadas al competir con

el PNA por la unién a los timocitos.

Después de la adicién de 5 ml. de PBS, las células se recogieron
por centrifugacién a 400xg durante 10 minutos, se resuspendieron de
nuevo en PBS-D-Galactosa y se lavaron dos veces con PBS, antes de

efectuar su recuento y la determinacién de viabilidad.

Las fracciones PNA* y PNA- se obtuvieron con un rendimiento

aproximado de 50% y 6% respectivamente.

Hasta el momento de su uso para la determinacién de actividades
enzimidticas, estas subpoblaciones timicas fueron almacenadas a -809C en
un tampén de lisis (Tampén fosfato 50 mM, EDTA 1 mM, f-Mercaptoetanol
1 mM, pH 7.7) y sin resuspender, para la determinacién de las
actividades BG, NABG y 5'-NT. En el caso de que 1la actividad
determinada fuese SE los timocitos fueron almacenados a -80°C en un

tampén de PBS con 0.5% de Nonidet P-40, también sin resuspender.
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111.6.3- Obtencién de células precursoras linfoides de médula 6sea.

Los fémures de los ratones C57BL/6 estresados o controles fueron
extrafdos y depositados en PBS, tras ser limpiados con un bisturi de
todos los restos de tejido. La suspensién celular de médula ésea fue
obtenida mediante varios lavados a presién, introduciendo en 1la
cavidad del hueso PBS-BSA 0.5% (w/v) mediante una jeringa. A
continuacién las células fueron resuspendidas en un tampén de Tris-NH,
0.05M, pH 7.7 e Jincubadas a 37°C durante 5 minutos para lisar
eritrocitos, y se lavaron dos veces con PBS-BSA 0.5%. Después del
Gltimo 1lavado 1las células fueron contadas con azul tripan y diluidas
hasta una concentracién de 5 x 10®% células viables/ml en medio Iscove
modificado de Dulbecco, sin suero (GIBCO), para su uso en experimentos

de migracién.
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ITII.7.- RECUENTO CELULAR Y DETERMINACION DE LA VIABILIDAD.

Los recuentos celulares se realizaron por duplicado, mediante una
cdmara de Neubauer, y utilizando diluciones de 20 y 40 veces,

considerando el valor medio de éstas.

Para la determinacién de 1la viabilidad celular se utilizé el
método de exclusiédn del azul tripdn, colorante que tifie selectivamente
a las células muertas. S6lo fueron utilizadas las suspensiones

celulares que superaban el 95% de viabilidad.
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II1.8.- DETERMINACION DE CORTICOSTERONA.

La determinacién de la concentracién de corticostercna en plasma
fue realizada segtn el método descrito por Zenker y Berstein (151).
Este método fluorimétrico es sensible y especifico para pequefias

cantidades de plasma.

Se analizaron alicuotas de 200 ul. de plasma, que se llevaron a 2
ml. -con agua bidestilada y estéril. Los patrones de corticosterona
utilizados tenian concentraciones conocidas y fueron llevados hasta un
volumen final de 2 ml. Los blancos utilizados contenfan 2 ml. de agua

estéril.

Para eliminar el plasma libre de esteroides, se afiadieron 12 ml.
de cloroformo a cada muestra, se agité durante tres minutos y se
centrifugé a 800xg durante 5 minutos a temperatura ambiente,
elimindndose la parte acuosa superior mediante aspiracién con una

pipeta Pasteur, conectada a vacio.

La fase orgdnica restante se lavé afiadiendo 2 ml. de NaOH 0.1 M a
cada tubo, se agité, centrifugé y se eliminé nuevamente la fase acuosa

superior.

La fase orgdnica lavada se sometié a wuna extraccién de
corticosterona, afadiendo a 10 ml. de esta fase 2.5 ml. del reactivo
de extraccién (Hz0:etanol:4&cido sulfirico en proporcién 1:1:4.8). Se

agitdé, centrifugd y eliminé la fase orgdnica superior.

« ) \am
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Finalmente, 2 ml. de la fase alcohol-&cida resultante se dejaron

reposar durante 2h. en oscuridad y a temperatura ambiente.

La fluorescencia se midié a una 1longitud de onda de incidencia de
450 nm., y de emisién de 520 nm. Con los valores de 1los patrones
estdndar se construyé una recta patrén, y los valores de las
concentraciones de corticosterona de las muestras problemas se

extrapolaron directamente de la gréafica.

La concentracién final de corticosterona en plasma fue expresada

en Ug/100ml. y calculada por la férmula:

C (pg/100ml) = A x 100

\

donde A es el valor de 1la concentracién de corticosterona en 1la

grdfica y V el volumen en ml. de la muestra.
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III.9.- OBTENCION DE FACTOR QUIMIOTACTICO TIMICO.

Los factores quimiotdcticos timicos, utilizados en los
experimentos de migracién, procedian de sobrenadantes de cultivos de
timo de ratones neonatos y adultos jévenes de 7 semanas de edad, tanto

controles como estresados.

Los factores se obtuvieron de la forma siguiente:

Los timos de ratones neonatos fueron extrafdos y cada 1lébulo
fragmentado en dos o tres trozos. Los fragmentos fuerbn lavados en PBS
con 0.5% de BSA y cultivados en medio Iscove sin suero, gue contenfa
penicilina y estreptomicina (100 U/ml.), en placas Petri (35 x 10 mm.,
Falcon 1008), en una atmésfera himeda con el 5% de CO: y a una

concentracién de 7 timos por 5 ml. de medio.

Después de 48 horas a 37°C, el medio de cultivo fue recogido, las
células sedimentadas, y el sobrenadante filtrado para su
esterilizacién a través de un filtro de tamafio de poro 0.22 um.
(Millipore). El sobrenadante fue almacenado en alicuotas de 1 ml. y a

~-70°C hasta su uso.

Para la obtencién de factores quimiotdcticos timicos de ratones
adultos se procedié de igual forma, pero en estos Gltimos casos el
cultivo del timo, tanto estresado como control, se efectud a una
concentracién de 1.25 ml. de medio por timo. Finalmente, para 1la

obtencién de factor quimiotdctico timico de ratones adultos estresados
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también se realizaron cultivos de timo donde el volumen de medio
utilizado dependia del peso del timo estresado (teniendo como
referencia la cantidad de 1.25 ml. de medio para un timo control), la
concentracién del cultivo se calcula, por lo tanto, dependiendo del

peso y no del ntimero de timos.
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ITI.10.~ ENSAYOS DE MIGRACION "IN VITRO".

Estos ensayos "in vitro" fueron realizados para medir la migracién
de células de la médula d&sea de ratones estresados vy controles
(obtenidas segin el protocolo descrito en el apartado III.6.3) frente
a factores quimiotdcticos, obtenidos por cultivo de timo de ratones
neonatos y adultos, estresados 'y controles, seqin lo especificado en

el apartado anterior.

En los experimentos se utilizaron cdmaras quimiatacticas
(Nuclepore, Pleasanton) de un volumen de 2 x 200 Ml., separadas por un
filtro PC (Nuclepore, Pleasanton, mod. 110413 13mm.) de tamafio de poro
5 um. (Esquema 6). El factor quimiotactico timico fue situado en la
cdmara inferior y 200 ul., de células de médula ésea (a una
concentracién de 5 x 109 células/ml.) fueron situadas en 1la cémara
superior. Se realizaron diferentes experimentos wutilizando tanto
factores obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos de timo de

ratones neonatos como de adultos estresados o controles.

Los experimentos control de migracién se llevaron a cabo situando
medio Iscove (Gibco) en la cémara inferior, calculédndose la migracién

no especifica.

Las camaras se incubaron 90 minutos a 379C, en una atmésfera
humidificada de 5% de C(COz. Al final del perfodo de incubacién se
recogieron las células de la cdmara inferior y fueron contadas con un

hemocitémetro.
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El porcentaje de migracién de cada muestra se calculé dividiendo
el ntmero de células migradas recogidas, al que le fue restado el
nimero de células que migraban de forma no especifica, entre el namero
total de células de médula ésea dispuestas inicialmente en la cdamara

superior. Segtin la formula:

% MIGRACION = X - M x 100
T
donde X es el namero de células que migran frente al factor
gquimiotdctico, M es el nGmero de células que migran frente al medio y
T es el nimero total de <células dispuestas inicialmente en la camara

superior.
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III.11.- EXTRACCION DE DNA DE ALTO PESO MOLECULAR.

La extraccién de DNA de alto peso molecular de timocitos fue

realizada por el método fenol-cloroformo-enzimatico (82, 152).

Con Lo o ppasodhs (0w 142 207
Los timocitos (1 x 10®) fueron resuspendidos en un tampén de lisis

que contenfa Tris 0.2 M, pH 8.5, EDTA 0.1 M, SDS 1% y proteinasa K (50
e e N
2 [/
Hg/ml.) e incubadas toda la noche a 37°C. 0,5/4\f%%cq§@/_
i

o‘in,/,:,(,_.,,' /c ,

La muestra resultante fue extrafda tres veces mediante agitacién
suave con un mismo volumen de fenol-cloroformo, en proporcién 1l:1 y 2%
de alcohol isoamilico, y posterior centrifugacién a 800xg, 5 minutos.
Los A&cidos nucleicos permanecen en la fase acuosa, mientras que 1la
fase orgdnica que contenia proteinas y demds componentes celulares fue
desechada. Esta fase acuosa fue reextraida varias veces con éter

saturado con agua, procediéndose del mismo modo.

La muestra fue dializada en tubos de didlisis de 1limite de

exclusién de 10.000 daltones, durante toda la noche en Tris 10 mM, PpH

7.5 y EDTA 1 mM, a 379C. $Ouat Tg pU ? D
““—3: ’ A0 pm A é?%ééii Ve A0 e # We GQC/
—

/} 4-"5 /'/‘

Al dia siquiente se incubé con RNasa (100 ug/ml.) durante 5 horas
L =y

o

a 379C y, posteriormente, con proteinas KENAEO Hg/ml.) durante toda 1la

4@{&,/ ,f, {,ff‘/,A vy

noche a esta misma temperatura.

- f.zé 4.0 :v"/q

La muestra resultante volvié a ser extraida con fenol-cloroformo y

éter saturado con agua segin lo explicado anteriormente, dejandose
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dializar toda la noche frente a la misma disolucién de Tris y EDTA.
La fase acuosa resultante contenia el DNA de alto peso molecular y

su concentracién fue determinada por absorbancia a 260 nm. (1 U Azeo =

50 ng DNA/ml.).
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I1I1.12.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Las muestras de DNA de timocitos fueron analizadas en minigeles
del 1.8% de agarosa en un tampén que contenia Tris-acetato 40 mM, pH

7.5, acetato s6dico 20 mM y EDTA 1lmM.

Para la preparacién de los minigeles de agarosa, 1la disolucién
anterior se fundié en el autoclave durante 10 minutos a 121°C y 1.2
atmésferas de presién, y 10 ml. fueron vertidos sobre placas de vidrio
de 5 x 7.5 cm. Los pocillos, donde se efectuaria posteriormente la
carga de las muestras fueron realizados con un "peine“ con dientes de

0.5 cm.

Como marcador de pesos moleculares se utilizé un digerido de DNA

del fago lambda con el enzima de restriccién Hind III.

Una solucién que contenia un 0.25% de azul de bromofenol, EDTA 20
mM y sacarosa al 40% fue adicionada a las muestrés antes de ser
cargadas. Se realizaron distintos experimentos en los que la cantidad
de DNA oscilé entre 0.3 Jg. en unos casos y 1 lg. en otros, tanto para
el DNA del fago, ratones control, ratones sometidos a inmovilizacién
crénica y ratones sometidos a inmovilizacién aquda de 6 y 24 horas. El
volumen final de carga fue de 15 6 25 pl., en los cuales una cuarta
parte correspondia a 1la solucién de bromofenol, EDTA y sacarosa, en
los casos que era necesario el volumen se completaba con tampén de

electroforesis.
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La electroforesis se llevéd a cabo en cubetas de 170 x 90 mm. y con
capacidad para 150 ml. de tampén de electroforesis, a 50 wvoltios y
durante dos horas, previa adicién de 1 ug/ml. de bromuro de etidio al

tampén de electroforesis.

El DNA se visualizé por transiluminacién con luz ultravioleta y se

fotografié utilizando una pelicula KODAK Plus-X.
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III.13.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los ensayos de actividad ,£ enzimdtica para las enzimas
5'-nucleotidasa, B-glucuronidasa, N-acetil-f-glucosaminidasa vy serin
esterasa se realizaron utilizando extractos celulares procedentes de
subpoblaciones timicas, separadas por aglutinacién selectiva con PNA y

obtenidas de ratones estresados por inmovilizacién y controles.

111.13.1.- Extractos celulares.

Para la determinacién de las actividades enzimiticas de BG, NABG y
S'NT se wutilizaron dos subpoblaciones timicas, obtenidas segfn lo

explicado en el apartado III.6.2.

Las células se resuspendieron en el tampén de lisis a una
concentracién de 15 x 10® células/0.6 ml. y se sometieron a tres
ciclos de congelacidn-descongelacién, sequido de sonicacién a 80 w.
durante 5 segundos, en un sonicador Sonifier. Los extractos fueron
agitados durante 10 minutos a 40C, después de la adicién de 0.5% de
tritén X-100. Posteriormente se centrifugaron a 5000xg durante 20
minutos y a 49C, en wuna centrifuga Beckman. El sobrenadante de esta
centrifugacién fue utilizado como fuente de enzimas para 1la

determinacién de actividades (137, 138).

Para 1la determinacién de 1la actividad serin esterasa, se

utilizaron timocitos almacenados a -80°C como se indica en el apartado
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I1T1.6.2. Las células se resuspendieron en el tampén a una
concentracién de 2 x 107 células/ml. y se descongelaron a temperatura
ambiente, seqguido de una incubacién en hielo durante 20-30 minutos con
agitacién en vértex, produciéndose un lisado celular por disolucién de

la membrana, con la consiguiente liberacién de la enzima.
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II1.13.2.- Determinacién de la actividad 5'-nucleotidasa (5'-NT).

La actividad 5'NT (E.C. 3.1.3.5) se determiné con un jueqo de
reactivos de la casa Sigma (ref. 260-UV) y basdndose en el método de

Arkesteijn (153).

Este método estd basado en el écople de dos reacciones enzimaticas
que permiten la obtencién de NAD*, que es valorado siguiendo el
descenso de absorbancia a 340 nm., siendo este descenso proporcional a

la cantidad de adenosina formada en 1la reaccién catalizada por la

enzima 5'NT y, por tanto, a _la actividad de ésta.

TN

= STND

—

AMP ——— ADENOSINA + Pi
ADA
ADENOSINA ————— s INOSINA + NHa

NH> + 2-OXOGLUTARATO + NADH + HY

GLbw
_—

L-GLUTAMATO + NAD* + Hz0

Una alicuota de 70 ul. de extracto celular se mezclé con 1 ml. de
reactivo de Sigma para la determinacién de 5'NT (AMP 3.2 mM, NADH 0.2
mM, 2-Oxoglutarato 3.7 mM, L-Glutamato deshidrogenasa 11.000 U/1,
Adenosina desaminasa 400 U/l, fB-Glicerofosfato y estabilizantes),
leyéndose 1la absorbancia a 340 nm. inicialmente y al cabo de 5

minutos.
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La actividad se expresé como mU/10® células, calculindose las U/1

seglin la formula: 491.5 x (Aa4o inicial - Ao final).

La unidad de activadad de 5'NT fue definida como 1la cantidad de

enzima que cataliza la conversién de un limol de sustrato en un minuto

y a 30°cC.
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I11I1.13.3.- Determinacién de 1la actividad N-acetil-B-glucosaminidasa

(NABG) . .

PN

La actividad NABG (E.C. 3.2.1.30) se determiné usando un método
colorimétrico (154),;ﬁ basado en 1la wutilizacién de un sustrato
artificial (P-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido), que por accién
de la enzima NABG libera P-nitrofenol, que es un producto coloreado

valorable espectrofotométricamente.

P-NITROFENIL-N-ACETIL-B-D~GLUCOSAMINIDO
NABG
P-NITROFENOL
Medio alcalino (COaNaz)

Color amarillo

Una alicuota de 35 Jl. de extracto celular se mezclé con 0.5 ml.
de solucién sustrato (el juego de reactivos utilizados pertenecia a la
casa Boehringer, ref. 875406). La incubacién se realizé a 37°C durante
3 horas. A continuacién se adicioné 1 ml. del reactivo de parada
{COsNaz 0.3 M) y al cabo de 15 minutos el P-nitrofenol liberado se
determiné leyendo la absorbancia a 580 nm. La actividad se expresé

como mU/10® células, calculdndose las U/1 seqin la férmula: 6 x Asao.
La unidad de actividad de NABG se define como 1la cantidad de
enzima necesaria para degradar 1 imol de sustrato en un minuto y a

370C.
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III1.13.4.- Determinacién de la actividad B-glucuronidasa (BG).

La actividad BG (E.C. 3.2.1.31) se determiné con un juego de

reactivos de la casa Sigma (ref.325) seqn el método de Fishman (155).

Se emplea un sustrato artificial, fenolftalein gqlucurénico, que
por accién de la B-glucuronidasa libera fenoftaleina que es valorada

espectrofotométricamente.

FENOLFTALEIN-B-GLUCURONICO

ch

FENOLFTALEINA + ACIDO B-GLUCURONICO

Site
/ -

Una alicuota de 40 Hl. de extracto celular se mezcld con 120 ul.
de tampén acetato 0.2 M, pH 4.5 y 40 yul. de A4cido fenolftalein
glucurénico 30 mM, pH 4.5. La incubacién se realizé a 56°C durante 1
hora. Inmediatamente después de la incubacién se afiadié a cada tubo 1
ml. de tampén AMP (2-amino, 2-metil, 1l-propanol) 0.1 M, pH 11. A
continuacién se midié la absorbancia a 580 nm. La actividad de BG fue
calculada segin la férmula: U/ml = Concentracién de fenolftaleina

(Ug/ml.) x 30.
La actividad se expresé como U/10® células y una unidad de BG se
definié como la cantidad de enzima que libera 1l}Jig de fenolftalefna a

partir de A&cido fenolftalein glucurénico durante 1 hora y a 569C.
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I11.13.5.- Determinacién de la actividad serin esterasa.

La actividad serin esterasa se determind wusando una reaccién
sensible que envuelve al N-benzil-oxicarbonil-L-lisina-tiobenzil éster
(BLT), cuya hidrélisis por la enzima 1libera benzilmercaptano, gque
reacciona con el reactivo de Ellman produciendo el croméforo

tiofenéxido (139).

Una alicuota de 100 Ml. de diluciones apropiadas de los extractos
celulares en PBS-NP40 se adiciondéd a 900 ul. de una mezcla de reaccién
de Tris HC1 0.2 M, pH 8.1, BLT 0.2 mM, ditriobis (DT o Acido
nitrobenzoico) 0.22 mM. La mezcla fue incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente y la absorbancia a 412 nm. fue leida, usando 100

Hl. de PBS-NP40 mds 900 ul. de la mezcla de reaccién como blanco.

Una unidad de actividad esterasa se define como una unidad de

absorbancia a 412 nm. para 2.0 x 107 células.
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ITI.14.- ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados son expresados como valores medios t el error
estdndar de la media (S.E.M.). Los datos derivados de la aplicacién de
distintos agentes estresantes y adrenalectomia fueron obtenidos de un
minimo de ocho experiencias con animales diferentes, tanto estresados
como controles. En los experimentos de migracién 1los datos se
obtuvieron de diez ratones, siendoc cada valor la media de tres medidas
por animal. Los datos obtenidos en la determinacién de las actividades

enzimdticas oscilaron en el nimero de casos entre n=5 y n=10.

El andlisis estadistico fue realizado mediante un andlisis de
varianzas "ANOVA", modelo I. En 1los casos en gque éste reflejé
diferencias significativas entre medias, se aplicé un test de

Student-Newman-Keuls (SNK), y ps0.05 fue considerado significativo.

Para la representacién mediante tablas de todas las posibles
comparaciones entre medias de un modo sencillo, se adopté una
modificacién del método de Sokal y Rikel (156), que consistié en
sefialar los grupos de medias significativas mediante subrayado. De
este modo, una o varias medias sobre un mismo subrayado difieren de
todas las dem&s fuera de éste, pero no entre si. Dos medias sobre

subrayados distintos son, por tanto, significativamente diferentes.

En las graificas la significacién viene seflalada con un asterisco

para 0.052p>0.01 y dos para ps0.01.
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IV RESULTADOS



Los resultados del presente trabajo aparecen estructurados en los

cinco puntos siguientes:

IV.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE TRES
AGENTES ESTRESANTES SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

Se compara 1la actuacién de distintos tipos de estrés:
inmovilizacién, frio y natacién £forzada, sobre 1los parametros

estudiados, especialmente sobre el timo y subpoblaciones timicas.

IV.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE EL DNA
DE TIMOCITOS MURINOS.
Se observa el efecto del estrés y 1los elevados niveles de

corticosteroides endégenos que induce éste, sobre el DNA de timocitos.

IV.3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA Y LA APLICACION DEL
ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

Se intenta profundizar en los efectos que ejerce el estrés sobre
los mismos pardmetros del apartado 1, pero en ausencia de
corticosteroides adrenales para 1lo cual se utilizan animales

adrenalectomizados.

IV.4.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DEL INMOVILIZACION SOBRE LA

MIGRACION DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.

-118-



.Se pretende investigar la posibilidad de que la involucién timica,
derivada del estrés, se produzca por una inhibicién de la migracién de
células precursoras al timo, bien .porque los factores quimiotéacticos

se inactiven o porque las células precursoras no los reconozcan.

IV.5.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS MARCADORAS bE LA MADURACION DE LOS LINFOCITOS.

Se estudian 1los efectos del estrés sobre la actividad de ciertas
enzimas, consideradas como marcadoras de distintos estados de

diferenciacién linfoide.
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IV.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE TRES AGENTES

ESTRESANTES SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

En el presente apartado se exponen los efectos de la aplicacién de
tres agentes estresantes: inmovilizacién (IS), frio (FS) y natacién
forzada {NS) sobre una serie de pardmetros, considerados como

marcadores de estados de estrés.

Ratones C57BL/6 fueron sometidos a inmovilizacién, frio, natacién
o mantenidos bajo condiciones de minimo estrés (ver apartados II[.2 vy
II1.4). Un nimero de ocho ratones por grupo fueron pesados al inicio y
al final del perfodo experimental, e inmediatamente después
sacrificados, la sangre recogida y el plasma almacenado para la
posterior determinacién de 1la concentracién de corticosterona
{apartado II1.8). Timo, bazo y capsulas suprarrenales fueron extraidos
y pesados. El1 timo fue wutilizado para 1la obtencién de distintas
subpoblaciones 1linfoides, mediante 1la aglutinacién selectiva con

lectina de cacahuete (apartados III.5-7).

Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

IV.1.1.- Incremento del peso corporal.
Los ratones fueron pesados al 1inicio y al £final del perfodo
experimental, después de ser estresados (IS, NS, FS) o no (CO). Los

datos se expresan como incremento de peso corporal en gramos,
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., calculado como el peso final menos el peso inicial.

El andlisis de varianzas pone de manifiesto diferencias
significativas debidas a los distintos agentes estresantes
(F(3.28)=165.94, p<0.01). El estrés de inmovilizacién produce una clara
disminucién del incremento del peso corporal frente al control (ps0.01)
y ademds, muestra diferencias significativas con respecto a los grupos
de frio y natacién (ps0.01). Las diferencias significativas del estrés
de natacidén y frio (p<0.05) con respecto al control, son de grado menor
que las del estrés de inmovilizacién. Finalmente, el incremento del
peso corporal entre 1los gqrupos de frio y nafacién no resulta

significativo.

En la tabla I se muestra la comparacién entre las medias de los
distintos grupos experimentales para el parametro "incremento del peso

corporal”.

Las diferencias significativas de 1los diferentes grupos con

respecto al control se representan en la figura 1.

TABLA I: INCREMENTO DEL PESO CORPORAL (g.)

CONTROL INMOVILIZACION FRIO NATACION

8.51 ¢+ 0.16 2.79 + 0.12 7.93 ¢+ 0.31 7.70 + 0.17
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1: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el

incremento del peso corporal. Este  paréametro
(peso final-peso inicial) se determind en ratones
control (C0), estresados por inmovilizacidén (IS),
frio (FS) y natacién (NS), y se representa como
media + S.E.M. de n=8 ratones. * = 0.052 p > 0.07,
%% - p< 0.01.



1V.1.2.- Peso del bazo.

El andlisis de 1los datos muestra 1la existencia de diferencias
significativas en el peso del bazo de los distintos grupos
experimentales (F(3.28)=36.82, ps0.01). El1 estrés de inmovilizacién
produce una disminucién significativa del peso del bazo con respecto
al grupo control y también a los grupos de natacién forzada y frio
(ps0.01). El estrés de natacién forzada produce un decrecimiento en el
peso del bazo, con respecto al control, que sin embargo no resulta
significativo., Es de destacar el aumento del peso del bazo en el
estrés de frio con respecto al control, y que resulta significativo

(ps0.05).

La comparacién entre las medias del peso del bazo pertenecientes a

los distintos grupos experimentales se muestran en la tabla II.

En 1la figura 2 aparecen representadas las diferencias

significativas de los diferentes grupos con respecto al control.

TABLA II: PESO DEL BAZO (mg.)

CONTROL NATACION FRIO INMOVILIZACION

91.74 ¢ 5.12 86.07 + 1.83 100.59 + 1.60 57.35 ¢+ 2.43
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Efecto de distintos tipos de estrés sobre el peso
del bazo. Este  parédmetro se midié en ratones
control (C0), estresados por inmovilizacion (IS),
frio (FS) y natacion (NS), y se representa como
media + S.E.M. de n=8 ratones. * = 0.052 p » 0.07,
** = p < 0.01.




IV.1.3.- Peso de las cdpsulas suprarrenales.

Existen diferencias significativas en el peso de 1las capsulas
suprarrenales entre los distintos grupos (F(3.28)=3.99, ps<0.05). Todos
los tipos de estrés producen un incremento en el peso de las capsulas
suprarrenales con respecto al control, pero Gnicamente el estrés de
inmovilizacién produce diferencias significativas (p<0.01) con el

control y en menor medida con respecto al estrés de frio (ps0.05).

Las diferencias significativas entre las medias de los distintos
grupos para el pardmetro "peso de las cdpsulas suprarrenales" se
indican en la tabla III. En la figura 3 se indican las diferencias

significativas de los distintos grupos con respecto al control.

TABLA III: PESO DE LAS CAPSULAS SUPRARRENALES (mg.)

CONTROL . FRIO NATACION INMOVILIZACION

5.07 ¢+ 0.41 5.40 ¢+ 0.40 5.73 + 0.40 6.64 ¢+ 0.31
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Figura 3: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el peso
de las capsulas suprarrenales. Este parametro se
midié en ratones control (C0), estresados por
inmovilizacion (IS), frio (FS) y natacion (NS), y
se representa como media + S.E.M. de n=8 ratones.
€ = p < 0.071.




IV.1.4.- Nivel de corticosterona en plasma.

El nivel de corticosterona en plasma se expresa en Ug/100ml
(apartado III.B). El1 andlisis estadistico indica 1la existencia de
diferencias significativas entre grupos (F(3.28)=57.39, p<0.01). Los
grupos estresados presentan unos niveles de corticosterona entre 4 y 8
veces mas altos que los individuos control (950.01). El estrés de
inmovilizacién produce unos niveles de corticosterona
significativamente superiores a 1los alcanzados con el estrés de
natacién forzada o frio (ps0.0l). Ademds, el nivel de corticosterona
alcanzado con la aplicacién .del estrés de natacién forzada es
significativamente superior al producido por el estrés de frio

(p<£0.05).

En la tabla IV se indican las diferencias significativas entre las

medias de los distintos grupos para el pardmetro estudiado.

Las diferencias significativas de los distintos gqrupos con

respecto al control se representan en la figura 4.

TABLA IV: NIVEL DE CORTICOSTERONA EN PLASMA (jg/100ml.)

CONTROL FRIO NATACION INMOVILIZACION

4.50 £ 0.29 18.55 ¢+ 2.04 25.42 ¢+ 0.97 38.42 + 2.96
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Efecto de distintos tipos de estrés sobre el nivel
de corticosterona en plasma. Alicuotas de 200 ul.
de plasma de ratones control (C0), estresados
por inmovilizacidon (IS), frio (FS) y natacion (NS),
se utilizaron para la determinacion de
corticosterona por el método de Zenker y Berstein
(apartado 8 de métodos) y se representa como
media + S.E.M. de n=8 ratones. ** = p < 0.01.



IV.1.5.- Peso del timo.

El andlisis de los datos revela 1la existencia de diferencias
significativas en el peso del timo de 1los distintos grupos
(F(3.28)=48.33, p<0.01). La 1ligera disminucién del peso del timo
provocada por el estrés de natacién no resulta significativa,
Gnicamente el estrés de inmovilizacién y el de frio muestran
diferencias significativas con respecto al control (ps0.01), aunque de
distinto signo. Mientras que el estrés de inmovilizacién reduce el
peso del timo hasta casi la mitad del peso de los controles, el estrés

de frio provoca un aumento en este mismo parametro.

En la tabla V se muestran las diferencias significativas entre las

medias del peso del timo de los distintos grupos experimentales.

Las diferencias significativas de 1los distintos grupos con

respecto al control se indican en la fiqura 5.

TABLA V: PESO DEL TIMO (mg.)

CONTROL NATACION FRIO INMOVILIZACION

74.84 + 2.14 70.79 ¢+ 5.21 94.20 ¢+ 1.93 42.50 + 1.47
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5: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el peso

del timo. Este parametro se midié en ratones
control (CO), estresados por inmovilizacion (IS),
frio (FS) y natacion (NS), y se representa como
media + S.E.M. de n=8 ratones. ** = p < 0.01.



IV.1.6.- Nfimero y tipo de timocitos.

Existen diferencias significativas en el nimero de timocitos
totales entre los distintos grupos (F(3.28)=65.46, p<0.01). E1 estrés
induce cambios en el ntmero total de timocitos, relacionado con el
peso del timo. El grupo sometido a estrés de inmovilizacién presenta
el menor nimero de células (el 45.67% del ndamero de células del
control, ps$0.01) vy, contrariamente, el estrés de frio produce un
aumento significativo en el ndGmero total de timocitos (47.97% de
incremento con respecto al control, ps0.01). El grupo sometido a estrés
de natacién era el menos afectado, aunque muestra wuna disminucién
significativa - (22.54%, ps0.01) de este parametro con respecto al

control.

En cuanto al tipo de timocitos afectados, no aparecen diferencias
significativas en el nimero de timocitos PNA~ (maduros) entre el grupo
control y los distintos gqrupos de estrés (F(3.28)=0.04, NS), sin
embargo si existen diferencias significativas entre grupos en el
nimero de timocitos PNA* (inmaduros) (F(3.28)=32.38, p<0.01). El ndimero
de timocitos inmaduros disminuye significativamente en el estrés de
inmovilizacién (ps0.01) y el estrés de natacién (p<0.05) y aumenta
significativamente en el de frio (p<0.01). Es de destacar que el valor
alcanzado por este Gltimo pardmetro en el estrés de inmovilizacién es
significativamente inferior al control y a los restantes grupos de
estrés (ps0.0l1). Estos datos indican que las diferencias en el ndmero
total de células son dGnicamente debidas al nimero de timocitos

inmaduros.
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Las diferencias significativas entre las medias del néGmero de
timocitos totales, PNA* y PNA- de los distintos grupos experimentales

se indican en la tabla VI.

En la figura 6 se representan 1las diferencias significativas de

los distintos grupos con respecto al control.

TABLA VI: NUMERO DE TIMOCITOS (x 10-¢)

CONTROL FRIO NATACION INMOVILIZACION

PNA* 160.73 ¢+ 13.13 243.99 ¢ 23.93 121.88 + 0.78 49.98 ¢ 5.51

92.90% 95.30% 90.92% 81.0%
PNA- 12.27 + 1.19 11.96 + 1.17 11.99 t 0.08 11.71 ¢ 1.23
7.1% 4.7% 9.08% 19%

TOTAL 173.00 ¢+ 11.99 256.00 ¢+ 12.08 134.05 ¢ 9.97 61.70 + 3.68
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Figura 6: Efecto de distintos tipos de estrés sobre el nimero

y tipo de timocitos. E1 nimero total de timocitos y
de células PNA+ y PNA- (apartados 6, 7 y 5 de
métodos) de ratones control (C0), estresados por
inmovilizacion (IS), frio (FS) y natacién (NS) se
determind en wuna <camara de Neubauer, y se
representa como media + S.E.M. de n=8 ratones.
* = 0.052 p » 0.01, ** =p < 0.01.



IV.2.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES DB INMOVILIZACION SOBRE EL DNA DE

TIMOCITOS MURINOS.

En este estudio se analizan los efectos del estrés de
inmovilizacién crénico (90 minutos diarios durante 14 dias
consecutivos) y aqudo (6 6 24 horas en un solo dia) sobre el DNA de

alto peso molecular de timocitos del ratén C57BL/6.

Ratones C57BL/6 fueron sometidos a estrés de 1inmovilizacién
(crénico o agudo) o mantenidos bajo minimas condiciones‘ de estrés
(apartados II1I1.2 y III.4). Inmediatamente después de la finalizacién
del periodo experimental, los animales pertenecientes a los distintos
grupos fueron sacrificados y los timos extraidos. E1 DNA de alto peso
molecular se obtuvo, utilizando el método fencl-cloroformo-enzimitico
(apartado III.11), a partir de 1 x 10® timocitos. Para la extraccién
del DNA se utilizaron timocitos totales o células pertenecientes a
distintas subpoblaciones timicas (PNA* y PNA~), obtenidas segfin el
apartado III.6. Este DNA fue sometido a electroforesis en geles del
1.8% de agarosa, utilizando un digerido de DNA del fago 1lambda como

marcador de pesos moleculares (apartado III.12).

La aplicacién de los distintos tipos de estrés (crénico o agudo de
6 y 24 horas) no revela efectos detectables sobre la integridad del
DNA de timocitos, el cual presenta una migracién electroforética
similar al DNA de timocitos de ratones control y esto tanto para DNA

de timocitos totales como de timocitos PNA* y PNA-.
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En 1la fotografia 2 se muestra un anadlisis electroforético del DNA
de timocitos de ratones control y sometidos a estrés agudo de

inmovilizacién (6 y 24 horas).
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(banda 1) y de ratones sometidos a 6 horas
(banda 2) y a 24 horas (banda 3) de inmovili- ’
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utiliza DNA de fago A cortado con Hind III
(banda 4). . T

e e




IV.3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA Y LA APLICACION DEL

ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

Observados 1los efectos que los distintos tipos de estrés ejercen
sobre la integridad del DNA, en este apartado se muestran los efectos
que ejerce el estrés de inmovilizacién, en ausencia de capsulas
suprarrenales sobre 1los mismos pardmetros estudiados en el apartado
IV.1l. La adrenalectomia fue utilizada para evitar la presencia de los

altos niveles de corticosteroides endégenos, inducidos por el estrés.

Ratones C57BL/6  machos fueron sometidos a estrés de
inmovilizacién, por ser el que producia efectos mds intensos en todas
las variables estudiadas, y/o adrenalectomia, manteniéndose otros del
mismo peso y edad como controles y bajo condiciones minimas de estrés,
segln lo especificado en el apartado III.2. Un nimero de ocho ratones
por grupo fueron pesados al inicio y al £inal del perfodo
experimental. Tras ser sacrificados, 1la sangre se recogié para la
medicién de corticosterona (apartado III.8). Timo, bazo y cépsulas
suprarrenales, si las habia, fueron pesados. Distintas subpoblaciones
timicas fueron obtenidas mediante aglutinacién selectiva con lectina

de cacahuete (apartados III.5-7).

Los resultados obtenidos para cada pardmetro han sido 1los

siquientes:
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IV.3.1.- Incremento del peso corporal.

El andlisis de 1los datos indica 1la existencia de diferencias
significativas entre grupos (F(3.28)=51.48, p<0.01). El estrés de
inmovilizacién y la adrenalectomia inducen un descenso significativo
en el incremento del peso corporal (ps0.01) con respecto a los otros
grupos. Este descenso es del mismo orden que el observado para
animales inmovilizados y no adrenalectomizados y que aparece en el
apartado 1IV.1.1 (2.79 g. en IS y 2.73 g. en IA). También los grupos
controles adrenalectomizados (CA) y falsamente adrenalectomizados (FA)
presentan un descenso significativo (p<0.0l1) con respecto al control

(CO), aunque las disminuciones observadas en ambos casos son menores.

En la tabla VII se muestran las comparaciones entre las medias de

los distintos grupos experimentales.

Las diferencias significativas de 1los distintos grupos con

respecto al control se indican en 1la figura 7.

TABLA VII: INCREMENTO DEL PESO CORPORAL (g.)

CONTROL CONTROL FALSAMENTE ADRENALECT.
ADRENALECT. ADRENALECT. ESTRESADO

7.39 ¢ 0.23 5.02 ¢+ 0.16 6.14 + 0.38 2.73 ¢ 0.29
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inmovilizacion sobre el incremento del peso
corporal. tste parametro (peso final-peso inicial)
se determind en grupos control (C0), control
adrenalectomizado (CA), falsamente adrenalectomi-
zado (FA) y adrenalectomizado estresado (IA), y se
representa como media * S.E.M. de n=8 ratones.
% = p < (0.01.



1V.3.2.~- Peso del bazo. -

"Con respecto al par&metro "peso del bazo", se observan diferencias
significativas entre grupos (F(3.28);17.69, ps0.01). E1l grupo sometido
a estrés de inmovilizacién y adrenalectomia (AS) presenta un descenso
significativo en el peso del bazo (p<0.0l) con respecto a los restantes
grupos. Los grupos controles ‘adrenalectomizados (CA) y falsamente
adrenalectomizados (FA) no presentan variaciones significativas con

respecto al grupo control (CO).

Las comparaciones entre las medias del peso del bazo de los

distintos grupos experimentales se indican en la tabla VIII.

’

En la fiqura 8 se muestran las diferencias significativas de los

distintos gruos con respecto al control.

TABLA VIII: PESO DEL BAZO (mg.)

CONTROL CONTROL FALSAMENTE ADRENALECT.
ADRENALECT. ADRENALECT. ESTRESADO
90.66 + 4.77 90.84 + 5.27 89.44 + 2.30 61.79 ¢+ 1.77
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Efecto de 1la adrenalectomia y el estrés de
inmovilizacion sobre el peso del bazo. Este
parametro se midié en grupos control (C0), control
adrenalectomizado (CA), falsamente adrenalectomi-
zado (FA) y adrenalectomizado estresado (IA), y se
representa como media + S.E.M. de n=8 ratones.
* = p < 0.071.




IV.3.3.- Peso de las cipsulas suprarrenales.

El andlisis de varianzas para el pardmetro "peso de las cdpsulas
suprarrenales™ no revela diferencias significativas entre 1los grupos

control y falsamente adrenalectomizados (F(1.14)=0.64, NS).

En 1la tabla 1IX se indican las comparaciones entre las medias de.
los distintos grupos para el pardmetro "peso de 1las céapsulas

suprarrenales".

En la figura 9 se representan los valores de la variable estudiada

para los distintos grupos.

TABLA IX: PESO DE LAS CAPSULAS SUPRARRENALES (mg.)

CONTROL FALSAMENTE
ADRENALECT.
5.17 ¢+ 0.37 4.83 + 0.23

-142-



9)

g
N
ul
-
<
=
ud
ot
= 8
o
b=
(Tp]|
e«
= °r
b | I
& - +
— 4}
n
-
-
)
a 2
=
[z ]
&
co FA

Figura 9: Peso de las cdépsulas suprarrenales. Este parametro
se midid en grupos control (C0) y falsamente
adrenalectomizado (FA), y se representa como
media * S.E.M. de n=8 ratones.



IV.3.4.- Nivel de corticosterona en plasma.

Los niveles de corticosterona en plasma se expresan en }g/100ml

(apartado III.8).

El andlisis de varianzas refleja 1la existencia de diferencias
significativas entre grupos (F(1114)=12.21, ps0.01) para el parametro
"nivel de corticosterona en plasma®. El1 nivel de corticosterona en
animales falsamente adrenalectomizados (FA) es significativamente

mayor (ps0.0l1) que en los animales control (CO).

Las comparaciones entre las medias de 1los grupos control y

falsamente adrenalectomizados se muestran en la tabla X.

En la figura 10 se indican las diferencias significativas del

grupo falsamente adrenalectomizado con respecto al control.

TABLA X: NIVEL DE CORTICOSTERONA EN PLASMA (jg/100ml.)

CONTROL FALSAMENTE
ADRENALECT.
6.15 £ 0.65 10.84 ¢+ 0.17
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Figura 10: Nivel de corticosterona
200 ul. de plasma de

en plasma. Alicuotas de
grupos control (C0) vy

falsamente adrenalectomizado (FA) se utilizaron

para la determinacion de

corticosterona por el

método de Zenker y Berstein (apartado 8 de

métodos), y se representa
n=8 ratones. ¥* = p < 0.01.

como media + S.E.M. de



IV.3.5.- Peso del timo. -

Existen diferencias significativas entre grupos en relacién al
peso del timo (F(3.28)=87.32, psOlOl). El grupo adrenalectomizado y
estresado por inmovilizacién (AS) muestra una disminucién
significativa en el peso del timo (ps<0.0l1) con respecto a los grupos
controles. Esta disminucién en el peso del timo es del mismo orden que
la encontrada en animales inmovilizados, pero sin adrenalectomizar
(ver apartado Iv.1.5). Los restantes grupos controles
adrenalectomizados (CA) y falsamente adrenalectomizados (FA) no

presentan variaciones significativas con respecto al control (CO).

En 1la tabla XI se indican las comparaciones entre las medias de

los distintos grupos para el pardmetro "peso del timo".

Las diferencias significativas de los distintos grupos con

respecto al control se muestran en la figura 11.

TABLA XI: PESO DEL TIMO (mg.)

CONTROL CONTROL FALSAMENTE ADRENALECT.
ADRENALECT. ADRENALECT. ESTRESADO
68.45 ¢+ 2.19 69.64 + 1.19 68.11 + 1.18 40.89 ¢+ 1.15
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Figura 11: Efecto de 1la adrenalectomia y el estrés de
inmovilizacion sobre el peso del timo. Este
parametro se mididé en grupos control (C0), control
adrenalectemizado (CA), falsamente adrenalecto-
mizado (FA) y adrenalectomizado estresado (IA), y
se representa como media + S.E.M. de n=8 ratones.
¥ = p < 0.01.




IV.3.6.- Nimero y tipo de timocitos.

Con respecto al nGmero tofal de timocitos, el estudio efectuado
revela la existencia de diferencias significativas entre grupos
(F(3.28)=18.13, ps0.01). La adrenalectomia y el estrés reducen
significativamente el nfmero total de timocitos con respecto a los
grupas control (ps<0.0l), siendo la reduccién mixima (51.30%) con
respecto al grupo control (CO). Esta disminucién en el nimero de.
células totales estd en consonancia con 1a observada en el peso del
timo. Asimismo, el grupo falsamente adrenalectomizado (FA) presenta
una disminucién significativa, aungue menor (29.73%) con respecto al
control (p<0.01) y al control adrehalectomizado (ps0.05). La variacién
en el nimero total de células entre los grupos control (CO) y control

adrenalectomizado (CA) no resulta significativa.

Se observan diferencias significativas entre grupos en el ntmero
de céluias PNA* (F(3.28)=16.87, ps0.0l), que ademds siguen la misma
pauta que las diferencias observadas para el nGmero total de células.
El estrés y la adrenalectomia inducen una significativa reduccién del
nimero de células inmaduras (ps0.01) con respecto a los otros grupos.
También, se observa una disminucién en el grupo falsamente
adrenalectomizado, que resulta significativa con respecto al control

(p<0.01) y al control adrenalectomizado (p<0.05).
Finalmente, son observadas diferencias significativas entre grupos
en el nemero de timocitos PNA- (F(3.28)=6.96, ps0.01). El nfimero de

timocitos maduros resulta disminuido significativamente por el estrés
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y la adrenalectomia (ps0.0l) con respecto al resto de los grupos. Los

restantes

grupos

entre ellos.

controles no

muestran

variaciones significativas

Aunque la adrenalectomia y el estrés parecen afectar tanto a los

timocitos

PNA* como

PNA~, las

diferencias

células se deben mayormente a los timocitos inmaduros.

Las

comparaciones

entre las

medias

del ndmero de

en el nimero total de

timocitos

totales, PNAT™ y PNA~ de los distintos grupos indican en la tabla XII.

En la figura 12 se

representan las diferencias significativas de

los distintos grupos con respecto al control (CO).

TABLA XII: NUMERO DE TIMOCITOS (x 10-%)

CONTROL CONTROL FALSAMENTE ADRENALECT.
ADRENALECT. ADRENALECT. ESTRESADO

PNAY 122.72 + 9.76 104.71 ¢+ 6.40 84.62 z 4.43 59.54 + 4.35
89.36% 89.02% 87.70% 89.04%

PNA- 14.61 ¢+ 1.32 12.91 ¢+ 1.32 11.87 + 1.39 7.33 ¢+ 0.37
10.64% 10.98% 12.30% 10.96%

TOTAL  137.33 ¢+ 10.45 117.62 :+ 6.87 96.49 + 4.98 66.87 + 4.41
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Efecto de 1la adrenalectomia y el estrés de
inmovilizacion sobre el nimero y tipo de timocitos.
El  nimero total de timocitos y de células
PNA+ y PNA- (apartados 6, 7 y 5 de métodos) de
grupos control (C0), control adrenalectomizados
(CA)Y, falsamente adrenalectomizados (FA) y
adrenalectomizados estresado (IA) se determind en
una camara de Neubauer, y se representa como
media + S.E.M. de n=8 ratones. ** = p < 0.01.




IV.4.- ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA

MIGRACION DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.

Para profundizar en el estudio de los mecanismos que contribuyen a
la modulacién de 1la inmunidad por el estrés, se investiga, en este
apartado, la posibilidad de gque otros mecanismos, distintos a la
corticosterona, puedan ser responsables de 1la involucién timica

producida por el estrés.

Ratones C57BL/6 fueron sometidos a estrés de inmovilizacién o
mantenidos bajo minimas condiciones de estrés (apartado III.2 y
I11.4). Una vez finalizado el periodo experimental, los ratones en un
nimero de diez, fueron sacrificados y sus fémures extraidos,
obteniéndose las células precursoras linfoides de médula 6sea segin se
explica en el apartado III.6. Estas células, en una concentracién de 5
x 10% células/ml, fueron utilizadas en los ensayos de migracién "in
vitro"® en camaras quimiotActicas Nuclepore, frente a factores
quimiotaActicos procedentes de sobrenadantes de cultivo de timo de
ratones neonatos y adultos control o estresados (ver los apartados

II1.9 y I11.10).

A continuacién se indican 1los efectos que ejerce el estrés de

inmovilizacién sobre la migracién "in vitro" de células precursoras

linfoides hacia el timo.
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IV.4.1.- Efecto del estrés sobre la migracién "in vitro" de células de
médula ésea frente a factores quimiotacticos procedentes de

sobrenadantes timicos de neonatos.

En estos ensayos de migracién se utilizaron células de médula ésea
de ratones estresados y controles, y factores quimiotacticos
procedentes de sobrenadantes tiﬁicos de ratones neonatos, obtenidos
segin los apartados III.é y III.9, respectivamente. La migracién
aparece expresada como células x 10°® 6 como porcentaje de migracién
(que se calcula como el cociente entre el nimero de células . migradas
recogidas, al que 1le fue restado el nGmero de células migradas de
forma no especifica, y el némero total de células de médula ésea

dispuestas inicialmente en la camara superior).

El andlisis de varianzas indica 1la existencia de diferencias
significativas entre grupos (F(3.36)=63.87, p<0.01). La migracién de
células de 1la médula ésea de ratones control frente a factores
quimiotacticos timicos de neonatos (CN) es una respuesta quimiotactica
especifica y difiere significativamente de la migracién no especifica
de estas mismas células frente al medio (CM) (ps0.0l). El estrés de
inmovilizacién induce una disminucién significativa (ps0.01) en el
nimero de células de médula 6sea que migran frente al factor
quimiotactico de neonatos (SN). Este nimero de células migradoras se
reduce a mds de la mitad por el estrés. La migracién no especifica de
células de médula de ratones estresados no resulta significativa con

respecto a la misma de los animales control.
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‘El andlisis de 1los datos revela que existen diferencias
significativas en el porcentaje de migracién de individuos estresados
y controles (F(1.18)=99.73, ps0.01). El estrés de inmovilizacién reduce
el porcentaje de migracién significativamente, casi cuatro veces

(ps0.01) con respecto al control.

En la tabla XIII se muestran las comparaciones entre medias de los
distintos grupos para los parametros "ntimero de células migradoras" y

"porcentaje de migracién".

Las diferencias significativas de 1los distintos grupos con
respecto al control se representan en la figura 13a para el n@mero de

células y en la fiqura 13b para el porcentaje de migracién.

TABLA XIII: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA FRENTE AL FACTOR
QUIMIOTACTICO TIMICO DE NEONATOS

CN CM SM SN

CELULAS
MIGRADAS x 10-2 130.57 + 9.78 38.91 + 4.64 28.09 ¢ 3.19 51.63 + 2.84

% MIGRACION 9.16 ¢ 0.67 2.35 ¢ 0.10

CN = nGmero de células de médula ésea de ratones control que
migran“frente al factor quimiotactico timico de neonatos.
CM = nimero de células de médula 6ésea de ratones control que

migran frente al medio.
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Figura 13a:Efecto del estrés sobre la migracion de células de
médula oOsea frente a factores quimiotacticos
timicos de neonatos. En los ensayos de migracion
200 ul. de células (5 x 10%cel./m1.) de médula de
grupos control y estresados se enfrentaron con
200 ul. de factor quimiotactico timico de neonatos
o medio Iscove (apartados 6, 10 y 9 de métodos).
Se representan células control migradas al factor
(CN) y al medio (CM) y células estrés migradas al
factor (SN) y al medio (SM), como media + S.E.M. de
n=10 experimentos por triplicado. ** = p < 0.01.
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Efecto del estrés sobre el porcentaje de migracion
frente a factores quimiotacticos timicos de neona-
tos. Los ensayos de migracidén se realizaron como se
indica en 1a figura 13a. E1 porcentaje de migracién
(ver apartado 10 de métodos) de células control (C)
y estrés (S) se representa como media + S.E.M. de
n=10 experimentos por triplicado. ** = p < 0.01.



IV.4.2.- Efecto del estrés sobre la migracién "in vitro®" de células
precursoras de médula ésea frente a factores quimiotacticos
procedentes de sobrenadantes timicos de ratones adultos

estresados y controles.

En estos ensayos de migracién se utilizaron células de médula ésea
y factores quimiotActicos procedentes de sobrenadantes de cultivos de
timos de ratones estresados y controles, obtenidos segin se explica en
los apartados III.6.3 y III.S, respectivamente. La migracién aparece
expresada mediante dos parametros: nfmero de células migradas x 1073 y
porcentaje de migracién (calculado como hemos indicado anteriormente,

restando la migracién no especifica).

a) Migracién de células de médula ésea de ratones control.

En la tabla XIV se analiza la migracién de células de médula ésea
de ratones control frente a factores quimiotadcticos timicos de ratones
estresados y controles, obtenidos de sobrenadantes de cultivo de timo
a una concentraccién de 1.25 ml. de medio por timo, mostrandose las
comparaciones entre las medias del nGmero de células migradas de los
distintos grupos. El >anélisis de varianzas indica la existencia de
diferencias significativas entre gqrupos (F(2.27)=99.34, ps<0.0l1). El
nimero de células gque migran frente a factores quimiotActicos
estresados (C8) es significativamente inferior (ps0.0l1) al ndmero de
células migradas frente a factores control (CC). Ademas, ambos valores
son significativamente superiores (p<0.01) al valor de la migracién no

especifica, frente a medio (CM).
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Las diferencias significativas en el nfimero de células migradas de
los distintos grupos frente a ambos factores con respecto al control

se analizan en la figqura 14.

TABLA XIV: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATONES CONTROL.

cc cs CM

CELULAS
MIGRADAS x 10-2 90.41 + 4.01  47.28 + 3,52 23.54 2 2.51
% MIGRACION 6.68 + 0.23 2.36 ¢+ 0.16
CC = ntmero de células de médula 4sea de ratones control migradas

frente al factor quimiotdctico timico de ratones control.

C3 = nimero de células de médula é6sea de ratones control migradas
frente al factor quimiotdctico timico de ratones estresados.
CM = numero de células de médula ésea de ratones control migradas

frente al medio.
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Migracion de células de médula d6sea control
frente a factores quimiotacticos timicos de
ratones adultos estresados y controles. En 1los
ensayos de migracion 200 ul. de células control
(5 x 10°cel./ml.) se enfrentaron con 200 ul. de
factores quimiotacticos de ratones control y
estresados o medio Iscove (apartado 6, 10 y 9 de
métodos). Se representan células control migradas
al factor quimiotactico control (CC), al factor
quimiotactico estrés (CS) y al medio (CM) como
media + S.E.M. de n=10 experimentos por triplicado.
¥ p < 0.01.




b) Migracién de células de médula 6sea de ratones estresados.

En 1la tabla XV se analiza la migracién de células de mé&dula ésea
de ratones estresados frente a factores gquimiotdcticos procedentes de
sobrenadantes timicos de ratones estresados y controles, obtenidos
mediante cultivos de timo a una concentracién de 1.25 ml. por timo,
mostrdndose las comparaciones entre 1las medias del nimero de células
migradas de los distintos grupos. Existen diferencias significativas
entre grupos (F(2.27)=107.13, ps<0.01). La actividad migradora de las
.células precursoras frente a los factores quimiotadcticos procedentes
de sobrenadantes control y estrés sique el mismo patrén que en el caso
de ratones control. El ntmero de células migradas frente a factores
quimiotacticos estresados es significativamente menor que frente a
factores control (ps0.01). Asimismo, 1la actividad migradora de estas
células frente a factores quimiotacticos timicos (sean de ratones
control o estrés), es significativamente mayor que en la migracién no

especifica frente a medio (SM).

En la figura 15 se indican 1las diferencias significativas en el

nimero de células migradas con respecto al control.

SC = nfimero de células de médula ésea de ratones estresados
migradas frente al factor gquimiotActico timico control.

38 = ntmero de células de médula 6sea de ratones estresados
migradas frente al factor quimiotActico timico estresado.

SM = nfimero de células de la médula dsea de ratones estresados que

migran frente al medio.
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TABLA XV: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA DE RATONES ESTRESADOS.

sC 58 SM

CELULAS
MIGRADAS x 10-? 80.30 + 1.58 53.68 ¢ 3.57 27.90 ¢+ 1.99

% MIGRACION 5.24 ¢+ 0.10 2,57 + 0.18
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Figura 15:

Migracion de células de médula Odsea estresada
frente a factores sobrenadantes timicos de
ratones adultos controles o estresados. En 1los
ensayos ‘de migracion 200 pl. de células estrés
(5 x 10 cel./ml.) se enfrentaron con 200 ul. de
factores quimiotacticos timicos de ratones control
y estresados o medio Iscove (apartado 6, 10 y 9 de
métodos). Se representan células estresadas migra-
das al factor quimiotactico control (SC), al factor
quimiotactico estrés (SS) y al medio (SM) como
media + S.E.M. de n=10 experimentos por triplicado.
¥* = p < 0.01.



c) Porcentaje de migracién de células de médula ésea de ratones

control y estresados.

El andlisis de varianzas para el parametro porcentaje de migracién
de células precursoras de la médula 4sea frente a factores
quimiotacticos procedentes de sobrenadantes timicos de ratones
estresados y controles (timos cultivados a una concentraccién de 1.25
ml. de medio por timo) indica 1la existencia de diferencias
significativas entre grupos (F(3.36)=145.4, p<0.0l). El porcentaje de
migracién de células precursoras de médula, tanto de ratones
estresados (SS) como controles (CS), frente a factores quimiotacticos
timicos afectados por candiciones de estrés, disminuye
significativamente (mas de dos veces, ps0.0l1) comparado con factores
control (5.24% y 6.68% frente a 2.58% y 2.37%). Ademds, el porcentaje
de migracién de células estresadas disminuye significativamente
(ps0.01) con respecto a células control, cuando se utiliza un factor
gquimiotictico timico de ratones control. Cuando se enfrentan células
control o estresadas con un factor quimiotdctico de ratones sujetos a
estrés, no aparecen diferencias significativas en el porcentaje de

migracién.

En la tabla XVI se indican las comparaciones entre las medias de
los distintos grupos para el pardmetro porcentaje de migracién y
donde, ahora CC, €3, SS y 8C vienen expresadas como porcentaje de
migracién.

Las diferenciaé significativas de 1los distintos grupos con

respecto a los controles se representan en la figura 16.
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TABLA XVI: PORCENTAJE DE MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA FRENTE A
FACTORES QUIMIOTACTICOS TIMICOS DE RATONES ESTRESADOS Y
CONTROLES.

cC Cs 88 SC

6.68 t 0.23 2.36 + 0.16 2.57 ¢+ 0.18 5.24 + 0.10
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Figura 16: Porcentaje de migracion frente a factores quimio-

tacticos timicos de ratones adultos estresados y
controles. Los ensayos de migracion se realizaron
como se indica en las figuras 14 v 15. E1 porcen-
taje de migraciéon (ver apartado 10 de métodos) de
células control a factores control (CC) y a
factores estres (CS) y de células estresadas a
factores control (SC) y a factores estrés (SS) se
representa como media + S.E.M. de n=10 experimentos
por triplicado. *¢ = p < 0.01.




d) Migracién de células de médula 6sea frente al factor gquimiotactico

estresado.

En la tabla XVII se analiza la migracién de células de médula ésea
de ratones control y estresados frente a factores quimiotacticos
timicos, que fueron obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos de
timo de ratones estresados, utilizando un volumen de medio ajustado al
peso del timo. El andlisis de varianzas indica 1la existencia de
diferencias significativas entre grupos (F(3.12)=32.03, ps<0.01). El
nimero de células control que migran frente a estos factores
quimiotdcticos estresados (C8) es significativamente superior (ps50.01)
al nGmero de células estresadas migradas frente al mismo factor.
También se observa que la migracién no especifica, tanto en células
control (CM) como en células estrés (SM) difiere significativamente
(ps0.01) de la actividad migratoria de estas mismas células frente al

factor.

El andlisis de varianzas para el pardmetro '"porcentaje de
migracién", wutilizando el factor quimiotdctico timico estresado,
revela 1la existencia_ de diferencias significativas entre grupos
(F(1.6)=32.77, ps0.01). E1 porcentaje de migracién de células de
ratones estresados disminuye significativamente (p<0.01) con respecto a

células control frente a este mismo factor.
Las diferencias significativas de 1los distintos grupos con
respecto al control se representan en la figura 17a para el "nGmero de

células" y en la figura 17b para el "porcentaje de migracién™. En la
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figura 17b, CS y 88 aparecen expresados como porcentaje de migracién.

TABLA XVII: MIGRACION DE CELULAS DE MEDULA OSEA FRENTE AL FACTOR
QUIMIOTACTICO ESTRESADO.

cs © o CM SM ss
CELULAS
MIGRADAS x 10-* 90.79 ¢ 5.97 27.02 ¢+ 1.63 27.54 ¢+ 3.13 50.59 ¢+ 3.85
% MIGRACION 6.37 ¢+ 0.60 2.30 £ 0.38
C3 = némero de células de médula 4sea de ratones control migradas

frente al factor quimiotactico estresado
CM = nimero de células de médula ésea de ratones control migradas

frente al medio.

S8 = nimero de células de médula ésea de ratones estresados
migradas frente al factor quimiotdctico estresado.
SM = ntmero de células de médula ésea de ratones estresados

migradas frente al medio.
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Figura 17a: Migracidén de células de médula 6sea estresada y
control frente a factores quimiotacticos timicos
de ratones adultos estresados. En los ensayos de
migracién 200 yl de células control o estrés
(5 X 10 cel./ml.) se enfrentaron con 200 ul. de
factor quimiotdctico de ratones estresados
(apartados 6, 9 y 10 de métodos). Se representan
células control migradas al factor (CS) y al
medio (CM) y células estrés migradas al factor
(SS) y al medio (SM) como media * S.E.M. de n=4
experimentos. ** = p<0.01.
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Porcentaje de Migracion frente a factores
quimiotacticos timicos de ratones adultos
estresados. Los ensayos de migracién se realiza-
ron como se indica en la figura 17a. E1 porcen-
taje de migraci6n (apartado 10 de métodos) de
células control (CS) y células estrés (SS) se
representa como media + S.E.M. de n=4 experimen-
tos. ¥* = p<0.01.




IV.5.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL "ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ENZIMAS MARCADORAS DE LA MADURACION DE LOS

LINFOCITOS T.

En este Gltimo apartado se presentan los niveles de actividad
enzimatica de cuatro enzimas, consideradas como marcadoras de la
maduracién de los linfocitos T: 5'Nucleotidasa (5'-NT),
N-acetil-f-glucosaminidasa (NABG), PB-glucuronidasa (BG) y Serin

esterasa (SE).

Ratones C57BL/6 sometidos a estrés de inmovilizacién o mantenidos
bajo minimas condiciones de estrés (apartados III1.2 y III.4) Eueron
sacrificados tras la finalizacién del perfodo experimental. El1 timo
fue retirado y se procedié a la separacién de subpoblaciones timicas
(maduras e inmaduras, apartado III.6). Los extractos celulares se
mantuvieron almacenados a -8Q°C hasta su utilizacién en 1la
determinacién de actividades enzimdticas (con un ndimero de muestras

que oscilé entre 5 y 10, apartado III.13).

En todas 1las determinaciones las abreviaturas utilizadas son las

siguientes:

S-PNA* = actividad de cada una de lqs enzimas en células PNA* de
ratones estresados.

S-PNA~ = actividad de cada una de las enzimas en células PNA~ de
ratones estresados.

C-PNA* = actividad de cada una de las enzimas en células PNA* de

ratones controles.
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C-PNA~ = actividad de cada una de las enzimas en células PNA~ de

ratones controles.

IV.5.1.- Actividad 5'-nucleotidasa (5'-NT).

La actividad de la enzima 5'-NT, calculada por el método de

Arkesteijn (apartado III.13.2) se expresa en mU/l0®células.

Los resultados obtenidos indican que esta actividad en timocitos
PNA*, no presenta diferencias significativas (F(1.8)=0.88, NS) entre
ratones estresados vy controle;. Asimismo, tampoco se encuentran
diferencias significativas en la subpoblacién de timocitos PNA~ de
ratones estresados y controles (F(1.8)=0.73, NS). Por lo tanto, no hay
diferencias significativas entre timocitos de ratones estresados y
controles, tanto en células PNA* como PNA~, con respecto a los niveles

de actividad enzimAtica 5'-NT.

Finalmente, se puede observar que 1los timocitos PNA* presentan
menores niveles de actividad que los PNA-, 1lo que indica que la
actividad de esta enzima se incrementa con la maduracién, coincidiendo

con los resultados obtenidos por otros autores (138).
En 1la tabla XVIII se muestran las comparaciones entre las medias

de los valores de - actividad de 1la enzima 5'-NT para los distintos

grupos experimentales.
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Las variaciones de actividad de la enzima 5'-nucleotidasa en los
grupos estresados con respecto al control aparecen representados en la

figura 18.

TABLA XVIII: ACTIVIDAD 5'NT (mU/10®%células)

S-PNA™ C-PNAY S~PNA- C-PNA-

30.00 ¢+ 1.46 32.08 £ 1.67 47.50 + 3.15 54.60 ¢ 7.90
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Figura {8 : Efecto del estrés sobre 1la actividad 5°-NT.
Alicuotas de 70 ul. de extractos de células PNA+
estresadas (S-PNA+) y controles (C-PNA+) y células
PNA- estresadas (S-PNA-) y controles (C-PNA-) se
utilizaron para medir la actividad 5°-NT por el
método de Arkesteijn (apartado 13.2 de métodos), y
se vrepresenta como media t+ S.E.M. de n=5
experimentos.




IV.5.2.- Actividad N-acetil-B-glucosaminidasa (NABG).

La actividad NABG se determind en las subpoblaciones timicas PNA*
y PNA-, utilizando el método de Yakata (apartado 1III1.13.3). La

actividad de la enzima NABG se expresa en mU/10®°células.

El andlisis de varianzas indica que no existen diferencias
significativas en la actividad de la enzima N-acetil-p-glucosaminidasa
de ratones controles y estresados, y tante en células PNA*

' (F(1.18)=1.33, NS) como en células PNA~ (F(1.8)=0.02, NS8).

3{ existen variaciones de esta actividad entre timocitos maduros e
inmaduros, observandose un aumento entre 4 y 5 veces de células PNA™ a
células PNA* (de 3.22 y 2.69 a PNA* hasta 13.44 y 14.14 en PNA~, de
ratones estresados y controles respectivamente), confirmando que esta
actividad enzimadtica incrementa con 1la madurez de las subpoblaciones

timicas (137).
Las comparaciones entre las medias de los niveles de la actividad
NABG de los distintos grupos experimentales se indican en la tabla

XIX.

En la figura 19 se representan 1las variaciones de actividad de la

enzima NABG en los grupos estresados con respecto al control.
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TABLA XIX: ACTIVIDAD NABG (mU/10°células)

S-PNAT C-PNA* S-PNA- S-PNA~

3.22 + 0.31 2.69 ¢+ 0.31 13.44 + 2.4 14.14 + 3.84
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Efecto del estrés sobre 1la actividad NABG.
Alicuotas de 35 ul. de extractos de células PNA+
estresadas (S-PNA+) y controles (C-PNA+) y células
PNA- estresadas (S-PNA-) y controles (C-PNA-) se
utilizaron para medir 1la actividad NABG por el
método de Yakata (apartado 13.3 de métodos), y se
representa como media * S.E.M. de n=b (PNA-) y
n = 10 (PNA+) experimentos.




IV.5.3.- Actividad B-glucuronidasa (BG).

La actividad de la enzima BG se expresa en U/10®%células y fue
determinada en subpoblaciones timicas de ratones estresados vy
controles sigquiendo el método propuesto por Fishman y colaboradores

{apartado III.13.4).

La aplicacién del estrés no revela diferencias significativas con
respecto a ratones control (F(1.14)=0.48, NS) de la actividad BG en
timocitos PNA*. Tampoco se observan diferencias significativas
(F(1.8)=0.2, N3) en los niveles de actividad enzimidtica en timocitos

PNA- de ratones estresados frente a controles.

Esta glucidasa, al 1igqual que 1la enzima NABG, presenta un
incremento de su actividad con 1a madurez (137). Nuestros resultados
indican un aumento entre dos y  tres veces de timocitos PNA* a
timocitos PNA~- (8.41 y 6.75 frente a 33.84 y 40.26, respectivamente),
observandose un aumento del mismo orden ya sean ratones estresados o

controles.
En la tabla XX se representan las comparaciones entre 1las medias
de los valores de esta actividad enzimitica de los distintos grupos

experimentales.

Las variaciones de actividad de 1la enzima B-glucuronidasa en los

grupos estresados frente al control se indican en la figura 20.
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TABLA XX: ACTIVIDAD BG (U/10%células)

S-PNAT C-PNA* S-PNA™ C-PNA-

8.41 ¢+ 2.09 6.75 ¢ 1.17 33.84 + 8.18 40.26 + 11.68
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Efecto del estrés sobre la actividad BG. Alicuotas
de 40 ul. de extractos de células PNA+ estresadas
(S-PNA+) y controles (C-PNA+) y de células PNA-
estresadas (S-PNA-) y controles (C-PNA-) se
utilizaron para medir la actividad BG por el método
de Fishman (apartado 13.4 de métodos), y se
representa como media + S.E.M. de n=8 (PNA+) y
n =5 (PNA-) experimentos.



IV.5.4.- Actividad serin esterasa (SE).

La actividad de la enzima SE se expresa en U/2x107 células
(apartado 1III.13.5) y se determiné siguiendo el método utilizado por

Pasternack y Eisen (139).

El anAlisis de varianzas 1indica que no existen diferencias
significativas en los niveles de actividad enzimdtica de timocitos de
ratones estresados y controles, y esto tanto en subpoblaciones PNA*

(F(1.14)=2.12, NS) como subpoblaciones PNA- (F(1.8)=0.19, NS).

Finalmente, 1los resultados obtenidos muestran que la actividad
serin esterasa se duplica de timocitos PNA* a PNA~, observandose que
la aplicacién del estrés de inmovilizacién no modifica este incremento

de lé actividad observado en los ratones control.

En la tabla XXI se indican las comparaciones entre las medias de
los valores de actividad serin esterasa de distintos grupos

experimentales.
Las variaciones de actividad de 1la enzima SE en timocitos de

ratones estresados con respecto a los individuos control se representa

en la figura 21.
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TABLA XXI: ACTIVIDAD SE (U/2x107células)

S-PNA* C-PNA* ' S-PNA~ C-PNA-

0.0571 ¢+ 0.0042 0.0655 ¢+ 0.0040 0.1258 ¢ 0.0105 0.1186 : 0.01288
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Efecto del estrés sobre la actividad SE. Alicuotas
de 100 ul. de extractos de células PNA+ estresadas
(S-PNA+) y controles (C-PNA+) y de células PNA-
estresadas (S-PNA-) y controles (C-PNA-) se
utilizaron para medir la actividad SE <(apartado
13.5 de métodos), y se representa como media
+ S.E.M. de n=8 (PNA+). y n = 5 (PNA-)
experimentos.
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La bésqueda de un modelo adecuado de estrés es uno de los mayores
problemas que se plantean en este tipo de estudios, ya que se deben
tener en cuenta tanto las numerosas variables que determinan que las
condiciones establecidas sean estresantes o no, como los efectos que
el estresante escogido ejerce sobre pardmetros diversos. En trabajos
de experimentacién con animales, no siempre estd claro si el grupo que
es considerado como control (es decir, mantenido bajo minimas
condiciones de estrés) estd expuesto, de hecho, a agenteé estresantes
no controlados o desconocidos por el experimentador. Existen una gran
variedad de factores externos, presentes en las condiciones normales
de laboratorio, gque pueden resultar estresantes para el animal, por lo
que las condiciones de mantenimiento de los animales deben estar bien
establecidas pues varian 1las respuestas y comportamientos animales
segfin las diferentes condiciones (21). La simple manipulacién de los
animales 1lleva inherente 1la presencia de niveles de estrés, que
producen variaciones de los mecanismos inmunes (26), por lo que se

tuvo la precaucién de no manipular innecesariamente a los animales.

Los animales se mantuvieron en un n@mero entre cuatro y seis por
jaula para evitar 1los efectos estresantes que producen factores
sociales como el aislamiento o el hacinamiento (157), ya que han sido
observadas respuestas inmunes diferentes en animales que viven solos o
en grupos (36) y comportamientos alterados en ratones bajo condiciones
de hacinamiento (158), a 1la vez gque se observan respuestas de

anticuerpos reducidas y elevacién del nivel de esteroides (26). Un:
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pardmetro como el peso de las cé4psulas suprarrenales, que es
considerado indicativo de estados de estrés, varfa con el ndmero de

animales por jaula (159).

Por otro lado, se tuvo la precaucién de mantener en habitaciones
separadas los animales control y los sujetos a condiciones de estrés
(160) para evitar la existencia de estimulos olfativos y auditivos
procedentes de otros animales, impidiendo asi la comunicacién del
estrés de ansiedad a 1los individuos control, ya que han sido
observadas respuestas semejantes en ambos grupos, cuando eran

mantenidos en la misma habitacién (161).

Los animales se decapitaron de forma inmediata a 1la £finalizacién
de la aplicacién del estrés o una vez concluido el periodo
experimental, no transcurriendo desde el inicio del proceso mas de
tres minutos y 1la sangre se recogié para la determinacién de
corticosterona, con ello se pretendié evitar el aumento de esta
hormona en sangre observado por algunos autores después de cinco
minutos de manipulacién (28, 93, 148). Asfi, 1los niveles basales de
corticosterona no excedieron los 5 ug./100 ml., siendo la media de 4.5
Hg./100 ml. (frente a los valores de 0-3.5 }ug./100 ml. gque presentan
animales mantenidos en sistemas antiestrés, a prueba de ruidos y

olores) (148).

Todos los experimentos y la muerte de los animales se realizaron a
la misma hora del dia para reducir 1la interferencia de los posibles

ritmos circadianos. Son bien conocidas 1las variaciones diarias de
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hormonas como 1la adrenalina, " noradrenalina y corticosterona, que
indican una periodicidad circadiana en el funcionamiento del eje
pifuitaria-adrenal, asi han sido obgervadas variaciones diurnas en los
contenidos plasmdticos basales de ambas catecolaminas y, ademds, una
variacién circadiana de la corticosterona que presenta un pico
coincidente con el inicio de la actividad fisica (162). La aplicacién
del estrés fue realizada siempré entre las 10.00 y las 12.00 a.m. para
evitar, asf mismo, los efectos circadianos. Relacionado con esto son
conocidas las diferencias de actividad de los animales segin el ciclo
de 1luz, siendo la actividad diurna menor en el caso de los roedores.
La simple reversién en 1los ritmos de actividad del comportamiento,
producida por 1la aplicacién diurna del estréds, ya actGa como
estresante (163) y, asfi, existen datos que indican tanto la mayor
incidencia de Glceras en ratas sometidas a inmovilizacién nocturna, es
decir, cuando su actividad es mayor (164) como 1la existencia de
mayores efectos derivados de la aplicacién del estrés por la mafiana en

lugar de la tarde (165).

Otra de las variables que se deben tener en cuenta en los modelos
de estrés es la raza utilizada, ya que existen predisposiciones
genéticas que controlan una respuesta determinada. Por ello nosotros
hemos circunscrito nuestro trabajo a una raza murina muy utilizada en

estudios inmunolégicos, la CH7BL/6.

También se debe sefalar que la edad es un factor importante en la
produccién de cambios en 1la funcién endocrina que pueden alterar la

respuesta del sistema inmune al estrés (166), asf como la existencia
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de invoiucibn timica con la edad; para evitar en lo posible todo esto
los estudios se realizaron en adultos jévenes (entre 5 y 7 semanas de

edad).

Finalmente, se debe tener en cuenta la importancia del sexo como
variable en 1los estudios de estrés, ya que existe una respuesta
diferencial al estrés segtn el sexo. Numerosas obsérvaciones apoyan la
existencia de esta respuesta dependiente del sexo, asi{ los roedores
hembras presentan mayores niveles de inmunoglobulinas que 1los machos
(62) y ademds, poseen adrenales mas grandes y mds elevados y variables
niveles de corticosterona (28). También el timo presenta en las
hembras un peso superior (65) y, asimismo, es bien conocido el hecho
de que hormonas como glucocorticoides y progesterona son
sexodependientes (167). Por todo esto, nosotros hemos realizado este

estudio utilizando Gnicamente ratones machos de la raza C57BL/6.

La unién a 1la aqlutinina de cacahuete (PNA) ha sido considerada
como marcador de inmadurez para timocitos de rata y ratén e incluso
humanos, y ha sido utilizado como método adecuado para la separacién
de subpoblaciones 1linfoides timicas, ya que mas del 95% de los
timocitos aglutinados son inmaduros, mostrando un fenotipo TL*, Lyt
1+2*3*, mientras que 1la fraccién no aglutinada, que es mas
heterogénea, presenta mayormente los fenotipos mas diferenciados TL-,
Lyt 1-2+3+ (12%) y TL-, Lyt 1%2-3- (60%), cominmente maduras
circulantes, a pesar>de contener un 10-20% de células maduras (84,

134, 150).

-187-



V.1l.- ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE LA APLICACION DE TRES AGENTES

ESTRESANTES SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

Nuestros resultados indican que todos 1los pardmetros estudiados
resultan afectados por los tres tipos de estresantes aunque con

diferentes signos e intensidad depehdiendo del estresante utilizado.

Encontramos que el estrés de inmovilizacién es el Gnico que
correlaciona sus respuestas con 1los efectos apuntados por Selye:
involucién del timo y del bazo, disminucién del peso corporal,
incremento en el peso de las gl&ndulas adrenales y altos niveles de
corticosterona en plasma. Estas consecuencias fisiolégicas, mediadas
por el estrés, tienen efectos adversos en elementos importantes del
sistema inmunolégico, que pueden dar 1lugar a situaciones de
inmunocompetencia en procesos cancerosos, infecciones viricas y otras
enfermedades bajo control inmunolégico (148). Durante este tipo de
estrés se produce un descenso significativo del incremento del peso
corporal con respecto al control, no relacionado segin otros autores
con una menor ingestién de comida (168), indicando que afecta a 1la
razédn de crecimiento del individuo. Por otra parte, el aumento de
hasta ocho veces del nivel de corticosterona en plasma, que es un
importante marcador de situaciones de estrés, va acompafiado de

hipertrofia adrenal.

La natacién forzada es el agente estresante con menor influencia

en los pardmetros estudiados; produce efectos en la misma direccién
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que el estrés de inmovilizacién pero gque WGnicamente resultan
significativos con respecto al control en el incremento del peso
corporal y sobre todo en el nivel de corticosterona en plasma (que se
ve aumentado hasta 5 veces). Esto puede ser debido a dos factores: uno
de ellos es 1la capacidad de control del agente estresante por el
individuo que puede influir en los distintos pardmetros metabélicos
(169), 1la posibilidad de movimiento y respuesta en el estrés de
natacién con respecto al de inmovilizacién podria influir en la mayor
respuesta observada en este Gltimo tipo de estrés. E1 otro factor
puede ser la duracién del estrés, diferente segtn el aqenfe estresante
utilizado y que determina la intensidad de la respuesta (42, 48), y
que en el caso del estrés de natacién es de cinco minutos frente a los

90 minutos del estrés de inmovilizacién.

El estrés de frio no muestra 1la tipica respuesta de estrés ya que
induce un incremento de peso de las gla&ndulas linfoides estudiadas, al
contrario que los otros dos agentes estresantes utilizados. Este
aumento del peso de las glandulas va acompafiado Ge un incremento en el
nimero de linfocitos con respecto al control, que podria producir una
inmunopotenciacién que explicaria los resultados de Burchfield y
colaboradores (27) sobre la disminucién del tamafio de tumores virales
en ratas sometidas a estrés de frio. Estos resultados no parecen
relacionar el aumento de corticosterona (hasta cuatro veces el valor
del control) con la involucién timica. El incremento de corticosterona
podria ser explicadoﬁcomo una respuesta emocional o neurogénica a un
ambiente novedoso y desagradable mds que una respuesta al frio en si

mismo, ya que individuos sometidos a frio, en los que se ha eliminado
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el componente emocional, muestran inhibicién de 1la secrecién de

corticosteroides adrenales (170).

La aplicacién de los tres tipos de estrés de forma aguda, es decir
una exposicién frente a las 14 del estrés crénico, (datos no
mostrados) no revela diferencias significativas con respecto al
control en los pardmetros estudiados, excepto en 1los niveles de
corticosterona, que alcanzan valores semejantes a los obtenidos en el
estrés crénico, lo que parece indicar que se requiere wuna exposicién
continuada para producir efectos depresores en el sistema inmune, pero

no para una estimulacién adrenocortical.

También hemos encontrado que los cambios inducidos en el peso del
timo por 1los distintos agentes estresantes estdn relacionados con
variaciones en el nimero de timocitos inmaduros (PNA*) mientras que el
ntimero de timocitos maduros (PNA~) se mantiene constante. Estos
resultados indican que el mecanismo sugerido por Hall y colaboradores
(72) no tiene lugar. Este mecanismo postula que las hormonas timicas
contrarrestan los efectos inmunosupresores de 1los corticosteroides
blogueando 1la unién del esteroide a su receptor y convirtiendo
linfocitos esteroide-gensibles en linfocitos esteroide-resistentes, lo
gue tendrfa que reflejarse en un incremento del nGmero de células

maduras.
La involucién timica y 1la linfocitopenia provocada por 1la
aplicacién de algunos agentes estresantes como el de inmovilizacién

podria ser explicada al menos mediante tres posibles mecanismos:
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disminucién de la migracién de células precursoras linfoides desde los
tejidos linfopoyéticos al timo (96, 122), aumento de la emigracién de
lds timocitos desde el timo a 1la ctiulacién y otros é6rganos linfoides
(92, 144) y muerte celular en la gldndula timica (78, 82). Aunque
tradicionalmente la teoria mds aceptada ha sido la muerte celular,
producida a través de la degradacién'del DNA por altos niveles de
corticosteroides, existen otras teorias que se deben tener en cuenta,
por ello hemos intentado estudiar y eliminar, si se pudiese, alquna de

estas posibilidades.

V.2.- EFECTO DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE EL DNA DE TIMOCITOS

MURINOS.

La involucién timica y 1la desaparicién de pequefios timocitos
corticales (inmaduros) han sido asociadas, durante mucho tiempo, con
la elevacién de los corticosteroides adrenales (28), y el hecho de gque
los timocitos inmaduros, afectados por el estrés, sean sensibles a la
corticosterona parece indicar un efecto de 1los altos niveles de
corticosterona alcanzados durante el estrés sobre estos timocitos.
Asi{, apoyando la teorfa de muerte celular existen datos, obtenidos por
diversos autores, que indican la degradacién de proteinas, RNA y DNA
de linfocitos de rata, por inyeccién de corticosteroides exégenos
(80-82). El1l DNA era degradado mediante la produccién de cortes en
lugares internucleosomales que generan un conjunto de fragmentos de
DNA de bajo peso molecular. Estas degradaciones constituirfan wuna de

las fases del proceso endégeno suicida provocado por la actividad
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linfocitolitica de los glucocorticoides (78, 79).

Sin embargo, el andlisis del DNA de timocitos de ratones C57BL/6,
sometidos a estrés de inmovilizacién, que era el que producia efectos
més. intensos y unos mayores niveles de corticosterona en plasma, no
revela sefial alguna de degradacién apareciendo el DNA como una @nica
especie de alto peso molecular en el andlisis elecfroforético, y esto
tanto en timocitos totales como en subpoblaciones maduras e inmaduras.
Asi{ pues, los niveles de corticosterona alcanzados durante el estrés,
parecen no ser suficientes para producir 1la degradacién del DNA,
aungue la muerte celular podria producirse por alguna otra causa. Esta
iltima idea estad sostenida por observaciones como 1la presencia de
atrofia timica y desaparicién de células corticales no abolidas por
adrenalectomia (171) o los datos obtenidos por McPhee y colaboradores
(121) indicando que la lisis de células corticales por exposicién
sistemdtica a glucocorticoides no dependia de éstos, pues continuaba

en animales adrenalectomizados.

V.3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA Y LA APLICACION DEL

ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE DIFERENTES PARAMETROS.

Con el fin de profundizar en el estudio de 1los mecanismos
implicados en 1la modulacién del sistema inmune por el estrés,
realizamos experiencias de aplicacién de éstrés de inmovilizacién en
animales adrenalectomizados y, asi, poder observar los efectos que la

ausencia de corticosteroides produce en el sistema inmune del animal
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estresado.

En los resultados expuestos anteriormente encontramos que todos
los pardmeros estudiados resultan afectados por el estrés de
inmovilizacién y la adrenalectomfa. Los efectos en timo, bazo e
incremento del peso corporal siguen la misma direccién que los
observados en ratones estresados y ho adrenalectomizados. El estrés de
inmovilizacién produce un descenso significativo del incremento del
peso corporal en animales adrenalectomizados, que es del mismo orden
que el observado en animales sin operar y sometidos a inmovilizacién.
Asimismo, los grupos control adrenalectomizado y falsamente
adrenalectomizado presentan un descenso, aunque menor, en el peso
corporal con respecto al control, que puede ser explicado por los
efectos derivados del estrés quirtrgico (44, 47, 55, 57). En cuanto a
los dos 6rganos linfoides, timo y bazo, 1la ausencia de cdapsulas
suprarrenales no evita la involucién timica provocada por el estrés,
que ademds es del mismo orden que 1la observada en presencia de
adrenales. Los grupos controles sometidos a cirugfa no presentaban
efectos depresores en los dos O6rganos linfoides estudiados, quiza
debido a 1los efectos agqudos del estrés quirGrgico y al tiempo
transcurrido desde la operacién, necesitandose una exposicién méas
continuada para inducir la involucién. Es de destacar el mayor nivel
de corticosterona en plasma encontrado en animales falsamente
adrenalectomizados con respecto al control no operado, posiblemente
derivado del estrés quirdrgico pero gque no va acompafiado de
hipertrofia adrenal. Este Gltimo dato es coincidente con los obtenidos

por otros autores en individuos sujetos a estrés de hacinamiento
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(157).

La disminucién en el peso del timo, estd acompafiada por una
disminucién en el ntmero de linfocitos T, que afecta tanto a la
subpoblacién madura como a la inmadura, aunque las diferencias en el

nimero total de células se deben mayormente a los timocitos inmaduros.

La ausencia de involucién timica en animales sometidos a estrés de
frio (que sin embargo presentan altos niveles de corticosteroides), el
andlisis del DNA de alto peso molecular de timocitos‘ de ratones
estresados y los resultados obtenidos en animales adrenalectomizados
sometidos a estrés, indican que 1a corticosterona parece no estar
implicada en el proceso de involucién timica ligado al estrés,
sugiriendo que puede existir algin otro agente distinto que sea
responsable de estas involuciones, lo que es de gran importancia al

ser el timo fundamental en la inmunocapacitacién del individuo.

Otros datos como la supresién de la estimulacién de linfocitos por
mitégenos, inducida por el estrés, independientemente de la existencia
de cdpsulas (93) apoyan la participaciédn de mecanismos - independientes
de los corticosteroides adrenales en la modulacién de la inmunidad por
el estrés. La regeneracién del timo en animales viejos
orquidectomizados, incluso utilizando tratamientos con corticosterona,
indica que el cértex adrenal no parece desempefiar un papel fundamental
e introduce una pbsible funcién de 1las génadas, en especial los
testiculos (64-66). Ademds, es bien conocida la atrofia timica

producida por esteroides gonadales {67). Otras alteraciones hormonales
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adicionales podrian explicar 1los efectos del estrés en el sistema

inmune.

Ante estos 1resultados nos propusimos estudiar 1la posible
participacién de otros mecanismos, independientes de 1los
corticosteroides, en la involucién timica producida bajo condiciones

estresantes.

V.4.- ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL ESTRES DE INMOVILIZACION SOBRE LA

MIGRACION DE CELULAS PRECURSORAS AL TIMO.

Es bien conocida 1la importancia del proceso de migracién en el
desarrollo de la inmunocompetencia y capacitacién de los linfocitos T
en el timo. La alteracién de los patrones de migracién podria ser, por
tanto, fundamental en la explicacién de 1los efectos que ejerce el
estrés en el sistema inmune. Esta migracién de células precursoras es
una respuesta quimiotactica a ciertos factores timicos que orientan
esta migracién e inducen comportamientos celulares invasivos. Los
factores quimiotacticos, que hemos utilizado en 1los ensayos de
migracién, proceden de sobrenadantes de cultivos de timo de ratones
recién nacidos o adultos, estresados y controles, y presentan una
actividad quimiotédctica especifica que ha sido probada previamente por
otros autores (105, 146), que, ademds, lo han purificado parcialmente
(105), concluyendo que el factor activo es un pequefio péptido con un

peso molecular menor de 10.000 daltons.
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V.4,1.- Efecto del estrés sobre la migracién "in vitro" de células de
médula 6sea frente a factores quimiotdcticos ' procedentes de

sobrenadantes timicos de neonatos.

Los ensayos de migracién realizados confirman que la migracién
hacia los factores quimiotdcticos timicos es un proceso quimiotéctico,
es decir un desplazamiento .orientado gracias a una sustancia
quimiotA&ctica, pues difiere significativamente de la quimiocinesis o
movimiento no especifico y no direccional hacia el medio Iscove y
esto, tanto para células de ratones estresados como controles. Aunque
las células de médula ésea de ratones estresados presentan una
migracién no especifica menor que los controles, ésta no resulta
significativa. El estrés de inmovilizacién induce una disminucién del
ntmero de células precursoras de médula ésea gque migran
especificamente frente al factor quimiotdctico (130.57 frente a 51.63
x 1073 células) con respecto a las células de individuos control. Esta
disminucién puede explicar ese 50% de involucién timica presente en
ratones estresados (173.0 frente a 61.70 x 10~% células). Cuando los
datos se presentan en porcentaje de migracién, la reduccién de la
migracién con el estrés se eleva hasta aproximadamente cuatro veces
{(de 9.16% a 2.35%), pues se ha restado la migracién no especifica, que
en individuos estresados es menor aunque no resulta una disminucién

significativa con respecto al grupo control.
La inhibicién de 1la migracién bajo condiciones de estrés puede
deberse a que los factores quimiotacticos disminuyan su actividad o su

produccién o a que las células precursoras estén alteradas o presenten
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alteraciones en su sistema de reconocimiento. Los resultados obtenidos
utilizando factores quimiotacticos de neonatos indican que esta
inhibicién es célula-asociada, pues los mismos factores quimiotActicos
han sido usados en todos los experimentos. Podria ser que el sistema
de reconocimiento inherente a la propia célula estuviese afectado, lo
que estarfa apoyado por los datos obtenidos por Haar y colaboradores
(146) sobre 1la capacidad migratoria disminuida ﬁe células de médula
4sea de ratones "motheaten" en respuesta a sobrenadantes timicos.
Estos ratones inmunodeficientes presentan una involucién timica
prematura, que no se debe a una actividad defectiva de los factores,
ya gque los sobrenadantes timicos "motheaten™ son quimiocatractivos para
células normales, sino mds bien estd relacionada con la incapacidad de
esas células de responder a las seflales del timo, a lo que hay que
afiadir el hecho de que los timos "motheaten" pueden ser repoblados por

células de donadores normales y no por células "motheaten".

V.4.2.- Efecto del estrés sobre la migracién "in vitro" de células de
médula 6ésea frente a factores quimiotacticos procedentes de
sobrenadantes timicos de ratones adultos estresados y

controles.

Para profundizar mids sobre el tema hemos estudiado el efecto del
estrés de inmovilizacién sobre los factores quimiotdcticos y su
capacidad de inducir 1la migracién, intentando dilucidar si esta
inhibicién de la migfacién es debida a alteraciones de 1los factores
guimiotdcticos, para ello se realizaron experimentos de migracién

utilizando factores quimiotActicos procedentes de sobrenadantes de
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cultivos de timo de ratones adultos estresados y controles, a una
concentracién de 1.25 ml. de medio por timo. Cuando se utiliza un
factor quimiotdctico timico control se observa una disminucién
significativa (11.2%) en el nimero de células migradoras de ratones
estresados frente a células control, que aungue no alcanza el valor
observado en respuesta a factores procedentes de neonatos (60.4% de
disminucién) apoya la idea de inﬁibicién célula-asociada. Los datos
expresados como porcentaje de migracién siquen el mismo patrén de
variacién que se observa en el niimero de células. Hay una disminucién
significativa del porcentaje de células estresadas que migran frente a
factor control con respecto a células control (5.24% frente a 6.68%)
pero que no alcanza 1la disminucién observada frente a factores
quimiotdcticos de neonatos.Sin embargo, aparentemente parece que estos
factores estdn afectados pues la capacidad migratoria de las células
control y estrés decrece significativamente frente a la utilizacién de
un factor quimiotdctico timico de ratones control. Esto podria ser
debido a una menor actividad quimiotdctica o a una menor produccién
del factor por timos estresados. No obstante debemos apuntar que esta
aparente menor actividad del factor quimiotAdctico estresado
posiblemente se debe a la menor concentracién de éste con respecto al
control, ya que la misma cantidad de medio fue utilizada en el cultivo
(1.25 ml/timo) y se debe tener en cuenta que 1los timos estresados
presentan aproximadamente 1la mitad del peso y del nimero de células
que los timos control (42.50 mg. y 61.7 x 107® células en estresados

frente a 74.84 mg. y 173 x 10~ células en controles).
Para comprobar si esta inhibicidén era debida a la presencia de un
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menor nimero de células en el timo estresado, hemos obtenido factores
quimiotacticos a partir de sobrenadantes procedentes de cultivos de
timos estresados, donde la cantidad de medio utilizado en el cultivo
se calcula a partir del peso del timo (teniendo como referencia 1 timo
control/l1.25 ml. de medio) y hemos encontrado que 1la respuesta
migratoria de células de médula 6sea control Yy estresada, frente a
estos factores quimiotacticos procedentes de sobrenadantes timicos de
ratones estresados, es diferente. Mientras que el nimero de células de
médula 6sea control migradas es de 90.79 x 103 células, del mismo
orden que frente a un factor quimiotdctico control (90.41 x 10-3
células, apartado IV.4.2), 1la médula 6sea estresada presenta una
respuesta significativamente menor que 1la médula control frente a
estos mismos factores estresados (50.59 x 10-2 células). En los datos
expresados como porcentaje, se observa esta misma disminucién de las
células estresadas con respecto a las células control (2.3% frente a
6.37%) y, ademds, que el porcentaje de migracién de las células de
médula ésea control frente a este factor estresado (6.37%) es del

mismo orden que frente a un factor control (6.68%, apartado IV.4.2).

Finalmente se observa una disminucién del ntmero de células
migradoras frente a factores quimiotadcticos timicos de ratones adultos
control (90.41 x 10-®) en comparacién con 1los factores de neonatos
(130.57 x 10-2), lo que parece razonable dada 1la necesidad de una
mayor actividad quimiotAdctica durante el perfodo fetal y en el momento
del nacimiento  para poblar el timo (102). Esta disminucién de la
migracién también es observada en porcentaje de migracién (6.68%

frente al 9.16% encontrado con factor quimiotdctico de neonatos).
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Por otro lado y en relacién con el estudio de los cambios en los
patrones de migracién, se ha postulado el papel de los factores
timicos en 1la alteracién de estos patrones. Apoyando esto, existen
datos observados por algqunos autores como Sckotnoski (112) sobre el
incremento en 1la produccién del factor inhibidor de la migracién por
linfocitos periféricos, debido a hormonas timicas. Asi, variaciones de
estas hormonas como la fraccién 5 de timosina o a; por el estrés
podrian reqular estos patrones de migracién. Monokinas e IL-1 inhiben
y aumentan respectivamente la migracién de linfocitos humanos (147) y
factores timicos afectan indirectamente a 1la hemopoyesis (112).
Relacionado con esto, la realizacién de estudios sobre la produccién
de mRNA y péptidos de timocitos y células epiteliales timicas bajo
condiciones de estrés puede ser interesante para profundizar en el
papel de estos factores en 1la migracién y capacitacién de los
linfocitos T. La involucién timica podria deberse a una regulacién
génica que afectaria a la sintesis de determinados péptidos, siendo
probablemente las hormonas timicas las mas afectadas por su

participacién en la maduracién de los linfocitos T.

Incidiendo en este tema, a pesar de 1los datos que indican la
presencia de involucién timica en animales adrenalectomizados
sometidos a estrés y el aumento del peso timico en presencia de altos
niveles de corticosterona en animales sujetos a estrés de frio,
algunos autores han puesto de manifiesto la importancia de los
glucocorticoides en la inhibicién de 1la migracién, a través de la

disminucién del nimero de células repobladoras del timo a partir de la
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médgla 6sea (122). Otros datos iﬁplican a los glucocorticoides como
inhibidores de migracién de linfocitos T esplénicos y periféricos
(95), independientemente de 1la 1lisis celular, aunque otros procesos
moleculares o subcelulares como receptores de superficie, actividad
esterasa, niveles de nucleétidos ciclicos, ensamblaje de microtabulos
o actividad de 1los microfilamentos podrfan estar implicados (97).
Ademds, segfin Khaitov y colab&radores (96) 1la eliminacién de 1la
funcién adrenal resulta en un incremento de 1la migracién de las
células precursoras desde la médula ésea a la sangre y de ahi al bazo.
Parece que el eje hipéfiso-adrenal controla al menos en parte esta
migracién, pues se ha comprobado que el estrés y la inyeccién de ACTH
inhiben 1la migracién (96) y contrariamente las catecolaminas la
inducen, pudiendo producir una redistribucién de los tipos celulares

que resulta en una supresién de la respuesta a mitégenos (43).

Por dltimo y para finalizar con este complejo tema se debe notar
que algunos autores (145) achacan la involucién timica observada en
situaciones de embarazo, postparto, infecciones y tumores a otras
causas como la migracién de 1linfocitos desde el timo a 6rganos
periféricos, como el bazo, elevandose el porcentaje de migracién
normal desde el timo. La disminucién del n@mero de células linfoides
en sangre no explicaria esta mayor liberacién a la circulacién, aunque
algunos autores lo justifican por la adquisicién de una vida media
corta (98). Esta redistribucién es explicada por Cohen y Crnic (172)
como una circulacién“y secuestro de los linfocitos desde la sangre a

tejidos como médula ésea.
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V.5.~ ESTUDIO DEL EFECTO DEL ESTRES SOBRE LA ACTIVIDAD DE ENZIMAS

MARCADORAS DE LA MADURACION DE LOS LINFOCITOS T.

En 1la parte final de este trabajo hemos intentadovprofundizar en
el estudio de 1la actividad de ciertas enzimas consideradas como
marcadoras de distintos estados de maduracién 1linfoide. Aunque 1los
patrones de  maduracién de 1los linfocitos ﬂo estdn totalmente
clarificados, es bien conocido que el proceso de maduracién de los
linfocitos T va asociado a variaciones de los niveles de actividad de
algunas enzimas que pueden utilizarse para 1la identificacién de
subpoblaciones timicas, la estimacién de su grado de diferenciacién o
como marcadoras de ciertas inmunopatologias (173). Entre estas
enzimas, la 5'-NT y las glucidasas, NABG y BG, se caracterizan por
elevar su actividad en el paso de linfocitos inmaduros a maduros {137,

138).

El recambio de algunas proteinas, asi como el nivel de actividad
de diversas enzimas, es modificado por el estrés, quizd por el aumento
de corticosteroides. Apoyando esta afirmacién existen datos
experimentales como el descenso de 1la actividad de 1la ornitina
descarboxilasa en el timo y el aumento en el higado tras la inyeccién
de dexametasona (174). Asimismo, Gagnon y colaboradores (140) han
observado el incremento de 1la sintesis proteica y de algunos
mensajeros que codifican para proteinas miofibrilares después de
estrés de inmoVilizécién. Otros autores (98) han encontrado una
disminucién de 1la sintesis proteica en el timo por esteroides. 8in

embargo, no se conoce si el proceso de maduracién de los linfocitos T
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. enel timo tiene lugar bajo condiciones de estrés, ya sea de forma

normal o modificada, dando 1lugar a variaciones de los niveles de

actividad de ciertas enzimas marcadoras.

Nuestros resultados indican que 1las cuatro enzimas estudiadas
5'-NT, NABG, BG y SE, presentan niveles de actividad diferentes en las
subpoblaciones timicas PNA* y PNA-. Estos valores obtenidos son
compatibles con trabajos anteriores y corroboran el patrén de
evolucién ya caracterizado, que indica un incremento de actividad con
la madurez (137, 138 y 175). La enzima 5'-NT duplica sus niveles de
actividad de células inmaduras (32.08 y 30 mU/10® células en controles
y estresados respectivamente) a maduras (54.6 y 47.5 mU/10° células
también en controles y estresados). La actividadtgégs incrementa entre

cuatro y cinco veces con la madurez (de 2.69 y 3.22 mU/10® células en

estresados respectivamente). La otra glucidasa, BG, presenta unos
niveles de cuatro a seis veces mayores en células maduras que en
células inmaduras (de 6.75 y 8.41 hasta 40.26 y 33.84 U/10® células,
también en controles y estresados). Finalmente, la enzima SE, que es
caracteristica de células citotéxicas y NK y presenta una baja
actividad en timocitos de ratén (139), ha sido relacionada
recientemente con 1la capacitacién inmunolégica y considerada también
como marcadora de diferentes estados de diferenciacién (175). Los
valores expuestos en este trabajo coinciden con 1la baja actividad
esperada e indicannla existencia de variados niveles de actividad en
las subpoblaciones timicas, con una actividad duplicada en células
maduras (0.1186 y 0.1258 U/2 x 107 células frente a 0.0655 y 0.0571
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U/2 x 107 células en la poblacién inmadura).

La variabilidad en los patrones enzimdticos entre PNA* y PNA~ ha
sido explicado parcialmente por algunos autores (173) por la diferente
cantidad de células en divisién en ambas fracciones, ya que el grupo
positivo contiene mds células mitéticas que el negativo.

Por otro lado y dentro de la parte objeto de nuestro estudio, los
datos indican que no hay diferencias significativas entre 1los
timocitos de ratones estresados y controles en todas las actividades
enzimdticas estudiadas y en células PNA* y PNA~. A falta de mas datos,
esto parece indicar que en caso de que se produzca la maduracién
durante el estrés, esta deberfa ser normal, ya que el aumento de
actividad de las enzimas durante el proceso de maduracién se produce
tanto en individuos estresados como en controles. Si el estrés
interrumpiese de alguna forma el proceso de maduracién, y puesto que
el ndmero de timocitos maduros no varia (apartado 1IV.1.6 de
resultados) indicarfa una interrupcién en la salida de células timicas
maduras a la sangre, manteniéndose en el timo y no alterando sus
niveles de actividad enzimdtica. Esto parece bastante improbable;
posiblemente en condiciones de estrés el proceso de maduracién
permanece inalterado (niveles enzimdticos similares) y los linfocitos
maduros siquen el patrédn normal de circulacién a la sangre (el mismo
nimero de células maduras en condiciones de estrés), mientras que se
interrumpe la llegada de células precursoras al timo (inhibicién de 1la

migracién de células de médula bajo condiciones de estrés).
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VI CONCLUSIONES



De 1los resultados presentados en este trabajo se pueden deducir

las siquientes conclusiones:

1.- Del estudio comparativo del efecto de 1la aplicacién de tres

agentes estresantes sobre diferentes parametros se deduce que:

a) Los tres tipos de estresantes utilizados: inmovilizacién, f£frio
y natacién forzada no acttan en el mismo sentido sobre los
pardmetros estudiados. Los efectos mas drasticos son producidos
por el estrés de inmovilizacién.

b) El estrés de 1inmovilizacién disminuye el incremento del peso

~corporal, aumenta el peso de las cdpsulas suprarrenales y los
niveles de corticosterona en plasma (mds de ocho veces) y
disminuye el peso de los érganos linfoides estudiados, bazo y
timo, acompafiado de un descenso del ndmero total de timocitos.

c) El estrés de natacién forzada es el agente con menor‘influencia
sobre los parémetroé estudiados; dGnicamente produce descenso
significativo del incremento del peso corporal, aumenta cinco
veces el nivel de corticosterona en plasma y disminuye el
ntmero total de timocitos. Los cambios producideos en el resto
de los parametros no resultan significativos.

d) E1 estrés de frio no produce una respuesta caracterfistica de
estrés, induce incremento del peso del timo y bazo, asi como
del nfimero de timocitos totales, disminuye el peso corporal y
aumenta el nivel de corticosterona en plasma. El aumento del

peso de las cApsulas suprarrenales no resulta significativo.
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e)

Los cambios producidos en el peso del timo debido a la
aplicacién de agentes estresantes se correlacionan con aumento
o descenso del nfimero de timocitos inmaduros (PNA*), mientras

que el nGmero de maduros (PNA~) permanece constante.

2.- Del estudio del efecto del estrés de inmovilizacién sobre el DNA

de timocitos murinos se deduce que:

a)

El DNA de timocitos (totales, PNA* y PNA~) estresados por
inmovilizacién crénica y aquda sometido a andlisis

electroforético no revela sefiales de degqradacién.

3.- Del estudio del efecto de 1la adrenalectomia y la aplicacién del

estrés de inmovilizacién sobre diferentes pardmetros se deduce que:

a)

b)

c)

El estrés de inmovilizacién en ausencia de cépsulas
suprarrenales provoca variaciones de los pardmetros estudiados
en la misma direccién que las observadas en presenéia de
glandulas adrenales, produciendo disminucién del incremento del
peso corporal e involucién de timo y bazo.

La involucién timica que se produce estd relacionada con una
disminucién en el nGmero de linfocitos T, que parece influir
tanto en subpoblaciones maduras como inmaduras. |

La ausencia de cdpsulas adrenales no evita la involucién timica

W0

provocada por el estrés. La corticosterona parece/pd/;er la
causa principal del proceso de involucién timica 1ligada al

estrés.
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4,- Del estudio de los efectos del estrés de inmovilizacién sobre la

migracién de células precursoras al timo se deduce que:

a) El estrés de 1inmovilizacién disminuye, aproximadamente cuatro
veces, la migracién de células precursoras de médula 6sea
frente a factores quimiotacticos de neonatos.

b) E1 estrés de inmovilizacién disminuye la migracién de células
de médula 6ésea frente a factores quimiotActicos de ratones
adultos, pero sin alcanzar el valor observado frente a factores

de neonatos. —

c) El estrés de inmovilizacién parece\;B\éfectar la actividad de
los factores quimiotdcticos timicos, ya que las células de
médula 6sea control presentan una migracién similar tanto
frente a factores de adultos controles como estresados.

d) En las condiciones utilizadas, el estrés parece ‘afectar la
capacidad migratoria de 1las células. La inhibicién de la
migracién parece ser célula-asociada.

e) La inhibicién de la migracién de células precursoras de médula
6sea al timo bajo condiciones de estrés podria explicar la

involucién timica observada en las mismas condiciones.

5.- Del estudio de la actividad de enzimas marcadoras de la maduracién

de los linfocitos T bajo condiciones de estrés se deduce que:

a) Las cuatro enzimas estudiadas 5'-NT, NABG, BG y SE presentan

variaciones de su actividad en 1las distintas subpoblaciones
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b)

c)

timicas siquiendo todas ellas el mismo patrén de evolucién que

e ——— e

e et e

incrementa con la madurez.

Las actividades enzimdticas estudiadas no presentan variaciones
entre los timocitos de ratones estresados y controles, tanto en
células PNA* como PNA-.

Los niveles inalterados de actividad enzimdtica de estas
enzimas marcadoras bajo condiciones de estrés parecen indicar
el mantenimiento del proceso de maduracién timica en esas

condiciones.
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