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ABSTRACT

Introduction: chronic stress affects the immune balance by altering the serum levels of
interleukin-6 (IL-6) and gamma interferon (INF-y), this alteration affects the nervous system

and human behavior. Appropriate chewing would lessen these effects. The aim of this study
was to determine the effect of chewing and chronic stress over serum levels of IL-6 and INF-y.

Methods: experiment in which 64 Balb/C mice of 8 weeks of age were used, they were divided
into 4 treatments: Group NE: Normal chewing + stress, Group N: normal chewing without
stress, Group DE: Chewing poor + stress, Group D: poor chewing without stress. IL-6 and
IFN-y were measured by ELISA after 4 and 8 weeks of treatment. Results: both IL-6 and [FN-y

were higher in the DE group (p <0,05) at the end of fourth week of treatment. When evaluating
the animals at the end of the eighth week of treatment, it was observed that in the NE group, the

1L-6 was increased with respect to the rest (p <0,0001) and the DE group showed more [FN-y

(p <0,0001). Conclusion: stress and poor chewing increase serum IL-6 and IFN-y. In contrast,

appropriate chewing decreases the effects of stress on the increase of such cytokines at the end
of the fourth week of treatment in animals.
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INTRODUCCION

Walter Cannon describi6é por primera vez el estrés
y el concepto de homeostasis en 1915, luego
Hans Selye investigaba “la respuesta fisiologica
al estrés” (1936) definiéndolo como una reaccion
de alarma. En aquel tiempo el estrés tenia un
valor mas estatico, debido a que no se conocia
a profundidad el dinamismo permanente de los
procesos fisiologicos y la adaptacion dentro de un
contexto especifico?. Un agente estresor tiene
como caracteristicas la frecuencia y la duracion de
su aplicacion; siendo cronico si esta situacion se
mantiene en el tiempo®*. Investigaciones acerca de
la biologia del estrés cronico, involucran diversas
familias de citoquinas entre las que se destacan a
la IL-6 y los interferones (IFN), los cuales se han
estudiado con mayor frecuencia como marcadores
de lainterfaz entre la psicologia y la biologia®”. Ello
debido a que dichas citocinas se asocian a estimulos
psicosociales, influyendo en el comportamiento y
en los estados psicoldgicos; originando cambios en
los procesos bioldgicos dentro del sistema nervioso
y que se manifiestan con reacciones biopsicologicas
como la ansiedad.®®

Se reconoce que el estrés crénico, debido a las
alteraciones inmunes que produce, aumenta la
expresion de ciertas citoquinas incrementando
la susceptibilidad a infecciones, cancer y
alteraciones cognitivas, ademas puede exacerbar
afecciones alérgicas o autoinmunes debido
al desequilibrio que origina en las citoquinas
circulantes®!'V. Himmerich et al.'", encontraron
en roedores sometidos a estrés por inmovilizacion
aumento en los niveles de IL-6 y disminucion
en la produccion de INF-y comparado con ratas
que no fueron estresadas. Ellos concluyeron
que el incremento de la IL-6 indicaria una ruta
fisiopatologica que se inicia con el estrés agudo y
prosigue con el estrés cronico hasta el desarrollo
de depresion, alteraciones cognitivas, trastornos
autoinmunes, alergias y cancer; ademas, que
la disminucion en la INF-y explicaria la mayor
susceptibilidad a la infeccidon observada en los
periodos de vida asociados con niveles sostenidos
de estrés.
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Por otro lado, se ha encontrado que la IL-6, y
otros miembros de dicha familia de citoquinas,
poseerian funciones no solamente proinflamatorias
sino también antiinflamatorias!?. Pagliarone et
al.!® reportaron el hallazgo de inhibicion en la
produccion de IFN-y en ratones sometidos a estrés.
Lo cual Li et al." lo relacionaron con el aumento
del cortisol debido a los estimulos estresantes,
encontrando que el incremento del cortisol
disminuye los niveles séricos de IFN-y y permite
la apariciéon de autoinmunidad y enfermedades
infecciosas. Ademas, ha sido reportado que el
incremento de las catecolaminas circulantes,
debido al estrés, también inhibe la liberacion del
IFN-y.:1D

En general, la masticacion es conocida como el
primer proceso dentro de la funcion digestiva; sin
embargo, actualmente se empieza a comprender
que la funcidén masticatoria también tendria
funciones regulatorias sobre el sistema nervioso
y sobre el sistema inmune!>'”. En los seres
humanos, morderse las ufias, apretar los dientes y
morder objetos se consideran como respuestas ante
el estrés; asi se sabe que el masticar o el morder
atenuan las enfermedades inducidas por el estrés
como: ulceras gastricas, problemas cognitivos
y alteraciones psicologicas!'®. Encontrandose
en diversas investigaciones en roedores, a los
cuales se les estimuld la funcién masticatoria,
disminucion de los efectos del estrés sobre el
eje hipotalamo-hipoéfisis-suprarrenal y sobre la
actividad reactiva del sistema nervioso autonomo,
atenuandose la secrecion y como consecuencia
los niveles plasmaticos de corticoesteroides!*!®.
Ademas, se ha reportado que el estrés inducido
en roedores sin estimulo masticatorio aumento
los niveles séricos de IL—6; por el contrario, el
adecuado estimulo masticatorio disminuyd los
niveles de dicha citoquina, asi como del IL-1a y
del 1 IL-1p.1

Debido a la importancia que el estrés y las
citoquinas tienen sobre la fisiologia y la
fisiopatologia, destacandose su efecto sobre el
sistema nervioso y el comportamiento humano,
y siendo ain poco estudiado y claro el rol que
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tiene la masticacion sobre la expresion sérica de
las citoquinas durante el estrés; el presente trabajo
abord6 dichas variables teniendo como hipotesis
que la masticacion disminuye los efectos del estrés
crénico sobre las concentraciones séricas de 1L-6 e
INF-y en ratones de la cepa Balb/c.

METODOS

Animales

El estudio experimental fue aprobado por el
Vicerrectorado de Investigacion de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
donde se empled 64 ratones albinos machos de
8 semanas de edad de la cepa Balb/c (Instituto
Nacional de Salud de la ciudad de Lima, Pert1) con
pesos entre 25 a 30 g. Luego de adquiridos, los
animales fueron ambientados durante una semana
en el bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNMSM donde se alimentaron ad libitum con la
misma dieta en granos (convencional para raton)
que recibieron desde el destete y con ciclos de luz
y oscuridad alternados de 12 horas y con humedad
y temperatura controlada, de acuerdo con la Guide
for the Care and Use of Laboratory Animal.?”

Procedimientos

Luego de la semana de ambientacion en el bioterio
los ratones fueron distribuidos de manera aleatoria
en 4 grupos iguales, aplicandoseles los siguientes
tratamientos:

Grupo NE: Masticaciéon normal + estrés por
inmovilizacion, que continud con la misma dieta
en granos y se le aplico estrés por inmovilizacion.

Grupo N: Masticacion normal sin estrés, continud
con la misma dieta en granos y no se le aplicd
estrés por inmovilizacion.

Grupo DE: Masticacion deficiente + estrés
por inmovilizaciéon, se alimentd con granos
pulverizados (dieta en polvo) para inducir
deficiencia masticatoria y se le aplico estrés por
inmovilizacion.

Grupo D: Masticacion deficiente sin estrés, se
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alimento con granos pulverizados (dieta en polvo)
para inducir deficiencia masticatoria y no se le
aplico estrés por inmovilizacién.

Paradigma para induccion del estrés por
inmovilizacién: después de la semana de
ambientacion, los grupos NE y DE fueron
inducidos a estrés por inmovilizacion para lo cual
se colocd al roedor en una caja de restriccion de
poliestireno transparente para mantenerlo inmovil,
de acuerdo con el disefio de Lam-Figueroa et al®b.
Dicho procedimiento se realizé una sola vez al dia
entre las 08:00 y 12:00 horas por el tiempo de 60
minutos durante toda la investigacion.

Paradigma para variar el tipo de masticacion:
todos los animales recibieron la misma dieta
en granos (convencional para raton) desde el
destete. Luego de la semana de ambientacion los
grupos N y NE continuaron con su misma dieta,
mientras a los grupos D y DE se les cambio a
una dieta en polvo, para lo cual se pulverizaron
los granos. Dicho disefio permite modificar el
tipo de masticacion variando la consistencia de
la dieta.*?

Cuantificacion de IL-6 e IFN-y: para el analisis
de las citoquinas, ocho ratones de cada uno
de los 4 grupos experimentales se sacrificaron
mediante dislocacion cervical® al final de la
cuarta semana de tratamiento, haciéndose lo
propio con la otra mitad de la muestra al término
de la octava semana de tratamiento. Para el
analisis se colectd la sangre de los ratones
por puncién cardiaca en tubos Minicollect® Z
serum mediante el empleo de una jeringa de 1
ml 25Gx5/8 marca Segurimaxx® estériles. La
muestra se incubd a 37°C durante 30 minutos y
se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos
a temperatura ambiente. El suero se conservo a
-80°C hasta su analisis. Para la cuantificacion
de las citoquinas se emplearon kits de ELISA
sandwich para IL-6 e IFN-y (Invitrogen®,
88706488 y 88831488 respectivamente) y se
procedié de acuerdo con las instrucciones de
manufactura. La concentracion de citoquinas en
las muestras de suero de los ratones tratados en
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los 4 grupos experimentales se calculo utilizando
regresion polindomica de orden 2 mediante el
lector de ELISA (Sinowa® ER500) a D.0O450 y
D.0630.

Andlisis e interpretacion de la informacion: el
analisis y la interpretacion de los datos se realizo
empleando el software Graphpad Prisma version
5.0 para Windows. Se hizo primero la estadistica
descriptiva donde se agruparon los datos de
acuerdo con sus medias y desviacion estandar.
Luego se aplicod la estadistica inferencial, donde
al determinarse que las variables seguian una
distribuciéon normal de acuerdo con la prueba
de Shapiro-Wilk y tenian homocedasticidad
de acuerdo con la prueba de Levene, se empled
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el analisis de varianza y la prueba de Tukey. Se
considero una significancia de 0,05.

RESULTADOS

Se evaluaron los cuatro grupos experimentales de
ratones Balb/c al terminar la 4ta y 8va semana de
tratamiento. En la tabla 1 se muestras las medias
+ desviacion estandar encontradas en el suero para
IL-6 ¢ IFN-y.

En el control realizado al término de la 4ta semana
de tratamiento se encontré que los ratones del
grupo DE aumentaron la producciéon de IL-6
respecto de los demds grupos (p<0,05), mientras
que el tratamiento NE no produjo resultados

Tabla 1. Efecto del estrés cronico y de la masticacion en los niveles
séricos de IL-6 ¢ IFN-y en los cuatro grupos experimentales.

Evaluaciones Grupo IL 6 (pg/ml) INF v (pg/ml)
Experimental

4" semana N 1,69 + 0,90 59,63 +9,97
NE 35,59 +7,12 197,05 + 13,02
D 78,69 £ 18, 61 35,39+2,10
DE 158,52 + 44, 54 437,53 £ 53,28

8" semana N -3,57 +1,97* 22,34 +2 31
NE 23,63 + 4,61 182,70 + 68,73
D -6,51 £1,79* 62,31 +2,69
DE -3,15+£0,09* 487,42 + 59,29

*Los valores negativos corresponden a la concentracion de la muestra por debajo del
extremo inferior de la curva estandar de las citoquinas evaluadas. Tratamientos: DE,
masticacion deficiente + estrés; D, masticacion deficiente; NE, masticacion + estrés; N,
masticacion normal.
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Figura 1. Efecto del estrés cronico y de la masticacion en la produccion sérica de las
citoquinas evaluadas al término de la 4ta semana de tratamiento.
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significativos respecto a su control N. Con relacion
al IFN-y los ratones de los grupos DE y NE
incrementaron su produccion comparados con D
y N (p<0,0001) y (p<0,01) respectivamente, como
se observa en la Figura 1Ay 1B.

En el control realizado al final de la semana
8 de tratamiento se observd incremento en la
produccion de IL-6 en los ratones del grupo

NE respecto a los demas grupos (p<0,0001),
mientras que el tratamiento DE no mostré
diferencia significativa comparado con D.
El IFN-y aumentd significativamente en el
tratamiento DE frente a los demas grupos
(p<0,0001); por el contrario, el tratamiento NE
no produjo diferencia significativa respecto a su
control N, como se observa en la Figura 2A 'y
2B.

Figura 2. Efecto del estrés cronico y de la masticacion en la produccion sérica de las
citoquinas evaluadas al término de la 8va semana de tratamiento.
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DISCUSION

En la presente investigacion se determind el efecto
del estrés cronico y de la masticacion sobre los
niveles séricos de IL-6 e INF-y. Se emplearon 4
grupos de 16 ratones cada uno. Dos grupos fueron
sometidos a estrés, uno tuvo adicionalmente
masticacion deficiente (DE), mientras que el
otro tuvo masticacion normal (NE). En los otros
2 grupos solamente se modificé la masticacion,
siendo un grupo con masticacion normal (N)
y el otro con masticacion deficiente (D). Para
cuantificar las citoquinas mediante el test de
ELISA se sacrifico a la mitad de los integrantes
de cada grupo experimental a la cuarta semana, y
la otra mitad a la octava semana de iniciado del
experimento.

En los tratamientos sometidos a estrés, se observo
que en los ratones del grupo DE se incrementd
significativamente la produccion de I1L-6 e IFN-y
al término de la semana 4 de tratamiento, y de
IFN-y al final de la semana 8 de tratamiento
respecto al resto de grupos evaluados. Ademas,
al término de la 4ta semana se encontré en el
grupo NE incremento de IFN-y comparado con los
tratamientos N y D; ademaés, en dicho grupo hubo
aumento significativo de IL-6 al término de la 8va
semana respecto a los demds grupos evaluados.
Los resultados obtenidos concuerdan con los
de Voorhees et al.?¥, y de Himmerich et al.!!D,
quienes determinaron que el estrés prolongado,
inducido por restriccion de movimiento en ratones,
incrementa la IL-6. Cheng et al.®®, demostraron
que ratones estresados doblemente por choques
eléctricos en las patas aceleran el incremento de los
niveles de IL-6 respecto a los ratones estresados
una sola vez con dicho modelo. También se
ha comprobado que ratones expuestos a estrés
agudo inducido por radiacion incrementaron
significativamente sus niveles de IL-6 e IFN-y©@.
En otras investigaciones se ha encontrado que
la induccion de estrés cronico en roedores les
produce conductas depresivas ¢ incremento de
las citoquinas IL-6 y TNF-a®??, Ademas, se ha
reportado que el impacto de encuentros agresivos
estresantes llega a aumentar, en los ratones, los
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niveles plasmaticos de IL-6%”. Todos los estudios
referenciados coinciden con lo encontrado en el
presente trabajo respecto al incremento de IL 6 en
los grupos sometidos a estrés (NE y DE). Aunque
es adecuado indicar que en el estudio de Rong et
al.?% se evaluo estrés agudo y nosotros trabajamos
un modelo de estrés cronico; sin embargo, lo que
se observa es que el estrés, independientemente de
la duracién de este, increment6 la expresion sérica
de IL-6.

Los resultados del trabajo demuestran que en
el estrés cronico y la masticacion deficiente
incrementan la produccion de IL-6 e IFN-y al final
de la cuarta y octava de tratamiento a diferencia
de los animales bajo masticacion normal y sin
estrés (grupo N). El estrés cronico activa el eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal y el eje simpatico
— adrenal - medular que secretan glucocorticoides
y catecolaminas los cuales aumentan la secrecion
de citoquinas proinflamatorias®”. Wang et al.®b,
demostraron que ratones inducidos a estrés por
inmovilidad incrementaron  significativamente
la produccion de IL-6, lo cual se relaciona con la
hiperactividad del eje. Assaf et al.®?, demostraron
diferencias en la produccion de IFN-y en personas
sometidas a estrés académico; asi, en la etapa inicial
y la etapa media del semestre académico se observo
incremento significativo de IFN-y, mientras que al
final del semestre disminuy6 el IFN-y.

Los investigadores concluyeron que la disminucion
en la produccién de dicha citoquina, al final del
semestre de estudios, se relacionod con el incremento
del cortisol en dicha etapa al conllevar mayor estrés
en el estudiante; sin embargo, en nuestro trabajo
los grupos sometidos a estrés cronico (NE y DE)
tuvieron altos niveles séricos de IFN-y tanto en la
cuarta como en la octava semana de evaluacion.
Dicho hallazgo podria implicar un comportamiento
diferente en los roedores con respecto a los humanos
referente a la concentracion de dicha citoquina. Seria
recomendable seguir profundizando el estudio sobre
la IFN-y dado el importante rol que cumple dicha
molécula en la fisiologia y fisiopatologia humana,
ademas de poder estudiar el comportamiento de
las citoquinas trabajadas en el presente estudio en
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condiciones en las que atn no han sido evaluadas,
tales como: en masticacion y estrés agudo o
en masticacion y estrés intermitente, dado el
importante rol que al parecer cumpliria la funcién
masticatoria en la modulacion del estrés, y que
lamentablemente, sobre todo en Latinoamérica, aun
las politicas publicas no priorizan el mantenimiento
y la oportuna rehabilitacion de dicha funcion, lo
cual no solamente repercutiria en su rol digestivo
sino, sobre todo, en su rol modulador de diversas
funciones en el sistema nervioso y en el sistema
inmune.

RESUMEN:

En conclusion, el estrés cronico asociado a la
masticacion deficiente increment6 los niveles de
IL-6 e IFN-y en los ratones Balb/c. En cambio,
se puede entender algun rol protector de la
masticacion adecuada al no incrementarse el nivel
de IL-6 en la misma magnitud en el grupo NE al
compararlo con el DE al final de la semana 4 de
evaluacion; sin embargo, dicho rol protector ya
no se observa al término de la semana 8, lo cual
nos permite entender que el estrés sobrepasa, en
el tiempo, los efectos benéficos que tendria la
masticacion.

Introduccion: el estrés cronico afecta el equilibrio inmunologico alterando los niveles séricos
de interleuquina-6 (IL-6) e interferon gama (INF-y), dicha alteracion afecta al sistema nervioso
v al comportamiento humano. La masticacion adecuada disminuiria dichos efectos. El objetivo
del estudio fue determinar el efecto del estrés cronico y de la masticacion sobre los niveles
séricos de IL-6 e INF-y. Métodos: experimento donde se emplearon 64 ratones Balb/c de 8
semanas de edad. Se dividieron en 4 tratamientos: Grupo NE: Masticacion normal + estrés,
Grupo N: masticacion normal sin estrés, Grupo DE: Masticacion deficiente + estrés, Grupo
D: masticacion deficiente sin estrés. Mediante test de ELISA se midio IL-6 e IFN-y al final de la
4ta y de la 8va semana de tratamiento. Resultados: tanto la IL-6 como el [FN-y fueron mayores
en el grupo DE (p<0,05) al final de la 4ta semana. Al evaluarlos al término de la 8va semana
se observo que en el grupo NE se incremento la IL-6 respecto al resto de grupos (p<0,0001),
v en el grupo DE fue donde se encontro mayor cantidad de IFN-y (p<0,0001). Conclusion: el
estrés cronico y la masticacion deficiente incrementan los niveles séricos de IL-6 e IFN-y. En
cambio, la adecuada masticacion disminuye el nivel de tales citoquinas al final de la cuarta

semana de tratamiento.

Palabras clave: estrés cronico, IL-6, INF-y, masticacion, neurociencias experimentales.
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