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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El desarrollo en el campo de las ciencias ha llevado a que actualmente
exista una tendencia a elevar la vida media de la poblacidn a nivel mundial;
esto lleva a pensar que en el futuro existira una gran cantidad de ancianos y a
considerar vieja 0 anciana a una persona a una edad mas avanzada que lo que
se podia considerar hace una década. En especifico, en nuestro pals, resulta
de suma importancia el hecho de que la gran mayoria de la poblacion la
integren jovenes y nifios, mismos en que este proceso se hard mas vidente.

Existen diversas opiniones acerca de 1o gue significa el proceso del
envejecimiento; desde las acepciones mas rigurosas que lo definen como el
“hacer vieja a una persona o cosa”, considerando a los viejos como “personas
de mucha edad” hasta el entender al envejecimiento COMO un proceso que se
desata gracias al desgaste de los sistemas y érganos de un individuo (sea este
un animal o un humano), esto es, a su deterioro funcional. Por el contrario, hay
quienes se refieren a él como la causa del desgaste.

En el envejecimiento o ancianidad se presentan procesos fisiologicos
caracteristicos, de pérdida de capacidad celular en sus funciones vitales,
llevando con esto a la disfuncién en los érganos, tejidos y sistemas de los
individuos.

Se han encontrado también reportes de estudios que demuestran que el
estrés acumulado tanto fisico como emocional durante la vida de los individuos
los lleva a un estado de depresion mental que origina la depresién metabolica
involucrada en una supresion de la mayoria de los sistemas incluido el sistema

inmune.




Esto trae como consecuencia la frecuencia aumentada de enfermedades
autoinmunes, cancer, amiloidosis y susceptibilidad para contraer enfermedades
infecto-contagiosas, a pesar de haber estado en contacto con ellas

anteriormente.

Resulta, por tanto importante el estudio de las alteraciones metabdélicas
acontecidas en la ancianidad, con el fin de entenderlas y ver la posibifidad de
influir en estos aspectos para mejorar el nivel de desarrollo inmunolégico de las
personas de edad avanzada.

Hasta el momento, en la literatura se encuentran referencias sobre el
impactc del proceso del envejecimiento en la actividad de los linfocitos CD4+ y
de los macréfagos como sistemas aistados, y se han reportado disminuciones
en la produccion de interleucinas de ambos tipos celulares, sin embargo
existen pocos reportes de estudios con cultivos simultaneos de macrofagos y
linfocitos T CD4+ (especificamente, en la actividad de los macrofagos como
células presentadoras de antigenos).

Con la finalidad de profundizar en e! estudio de esta interaccion, se
realizaron co-cultivos de macréfagos y linfocitos T CD4+ provenientes de
ratones jovenes y viejos.

A través de la medicién de la produccion de citocinas caracteristicas de
cada una de las células mencionadas, se hizo el anélisis del nivel de actividad
desarrollada por cada una, interaccionando entre si bajo diferentes condiciones
de edad del animal del que provinieran. Ademas, se estudié el grado de
proliferacion de linfocitos T CD4+ de animales jovenes y vigjos en presencia
de macrofagos en las condiciones mencionadas, con el mismo fin.

Los resultados que se presentan estan dados graficamente tratando de
resaltar las diferencias existentes en las actividades de los tipos de células

estudiados, en funcion de la edad de los animales utilizados.




De esta forma, los resultados muestran una disminucion en la actividad
de la inmunidad celular de individuos ancianos atribuible en mayor proporcion a
deficiencias en la actividad de los macréfagos como células presentadoras de
antigenos, y no tanto a la capacidad de reconocimiento y respuesta por parte
de los linfocitos T CD4+.

Por otro lado, las metodologias desamolladas en el campo de la
Inmunclogia han dado pie a técnicas confiables (en lo que se refiere a su
precision y exactitud) y accesibles (en lo referente a su facilidad de aplicacion),
(no tanto desde el punto de vista econ6émico) para la evaluacion ya sea directa
o indirecta de actividades metabdlicas de los animales y los humanos. En este
trabajo se laboré6 con procedimientos probados y validados (ELISA,
cuantificacién de in'corporacién de *[H]-timidina, estimacién espectrofotométrica
de oxido nitrico, separacion magnética de células, citometria de flujo), que

combinados permiten presentar los resultados que aqui se muestran.




CAPITULO 2

OBJETIVOS

+ Evaluar el efecto del envejecimiento sobre la actividad de los macréfagos
como celulas presentadoras de antigenos y como una fuente muy

importante de citocinas en un modelo murino a través de:

a) fa comparacion de la proliferacion de linfocitos T CD4+ en
presencia de macrdfagos de animales jovenesy de animales

ancianos (segin se definen por sus edades en el Capitulo 5) .

b} la comparacién de produccion de IL-8, [L-10, IL-12, TNF-

y NO por macréfagos de animales viejos y de animales jovenes.

c}la comparacion de la produccion delL-2, IL-4 e IFN-y
por linfocitos T CD4+ de animales jovenes y viejos, en
co-cultivos de éstas células con macrofagos provenientes de
los mismos animales.

+ Establecer los posibles mecanismos inmunolégicos menos afectados, o bien
favorecidos, en el envejecimiento, en relacion con la respuesta celular.




CAPITULO 3

HIPOTESIS

En los diferentes estudios sobre la respuesta inmune en la vejez se ha
encontrado que los linfocitos T de sujetos ancianos presentan una respuesta
inmunoldgica disminuida en relacidn con aquélla de sujetos jovenes; no
obstante, el ndmero total de linfocitos T se mantiene engafosamente
invariable, aumentando la proporcién de finfocitos T de memoria CD45R0O y
disminuyendo la de células T virgenes CD45RA.(1,3,4,13)

Los macréfagos de individuos ancianos, por otro lado, presentan pérdida
0 aumento en su capacidad para producir algunos factores estimuladores de la
respuesta inmune celular (1,7,8. 22)

Por lo tanto, se espera que al monitorear la actividad de linfocitos T
CD4+ y macrofagos procedentes de ratones jovenes y viejos en co-cultivos in
vitro, altemados, se obtengan resultados que sugieran un defecto en los
magcrofagos al presentar antigenos a los linfocitos T CD4+ mas que un defecto

en estos dltimos para responder al estimulo antigénico.




CAPITULO 4
ANTECEDENTES

Es conocido que durante el envejecimiento muchas funciones
metabélicas disminuyen. De hecho, varios sistemas del organismo dejan de
funcionar adecuadamente, conllevando con esto consecuencias, por ejemplo,
el caso de cancer, donde en los pacientes muy ancianos se hace un circulo
vicioso, pues a causa de la terapia recibida contra la enfermedad tienen una
actividad inmunolégica disminuida (6).

Dentro de los sistemas mas afectados por el envejecimiento, se
encuentra e! sistema inmune. En tal sistema se dan importantes alteraciones,
como la ampliamente reconocida involucion timica, a la cual se ha atribuido la
depresion en la respuesta de los linfocitos T que se da en personas o animales
viejos. Se ha observado también que el poo! de zinc disminuye con la edad.
Principalmente, el zinc confiere actividad biolégica al péptido timico timulina.
Suplementando ratones ancianos con zinc, se veé que estos alcanzan la
recuperacion de las funciones timicas, restauracion parcial de la eficiencia en ia
respuesta inmune periférica, asi como elevacion en la actividad de las células
NK (18). También se reportan otras alteraciones asociadas, como el caso de
infecciones por Mycobacterium tuberculosis, donde los animales ancianos
controlan la infeccion casi igual que los jovenes, pero hay ligera deficiencia en
la respuesta de tipo Th1, principaimente por una baja produccién de IL-12 (7);
por otra parte, en ratones ancianos se ha observado el desarrollo espontaneo
de linfomas de células B (10}.

LINFOCITOS T CD4+, MACROFAGOS Y PRESENTACION DE ANTIGENOS

Tenemos que para la importante tarea del reconocimiento de antigenos
proteicos que se lleva a cabo por los linfocitos T (a comparacion de los
linfocitos B, que pueden reconocer péptidos, proteinas, &cidos nucleicos,
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polisacaridos, lipidos y sustancias quimicas pequenas), es de suma
importancia e! papel de las células que van a presentar tal antigeno.

La activacion de las células T cooperadoras CD4+ por el antigeno
precisa de la participacion de otras células diferentes de los Linfocitos (células
accesorias), que sirven como APC (Células Presentadoras de Antigenos, por
sus siglas en inglés) convitiendo antigenos proteicos en péptidos y
presentandolos en complejos péptido-MHC de forma que se puedan reconocer
por los Linfocitos T CD4+ (es decir, haciendo el procesamiento del antigeno,
siguiendo la definicion de la denominada ‘restriccion por el MHC)). Las
moléculas del MHC son proteinas de la membrana de las APC

Los péptidos unidos a las moléculas de clase | del MHC derivan de
proteinas sintetizadas en la célula que las muestra (antigenos endoégenos), ¥
son reconocidos por célutas T CD8+, que se conocen por su actividad citolitica
{aunque recientemente se ha aclarado que las células CD8 nativas también se
pueden dirigir para ser efectores polarizados por IL4 y por IL-12/Interferdn-y)
{18).

Por el contrario, los linfocitos que reconocen antigenos ex6genos
asociados a las moléculas de clase 1l del MHC son aquéllos diferenciados
como T CD4+, que suelen ser linfocitos T cooperadores (aunque tambien
existen linfocitos T citoliticos CD4+, restringidos por la clase |l del MHC) y son
los que aqui se estudian dado el tipo de presentacion de antigenos por parte de
los macréfagos.

Una vez que la célula CD4+ se ha estimulado, tiene una sorprendente
capacidad proliferativa y se polariza facilmente para producir patrones

particulares de citocinas (células T cooperadoras Th1 o Th2).

La asociacidn de los péptidos antigénicos a tas moléculas del MHC es
una interaccion saturable de baja afinidad con una tasa de formacion lenta y
una tasa de separacion muy lenta, de ahi probablemente que la frecuencia de

células T en animales normales especificos para un antigeno particular es muy
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baja (para KLH, es de alrededor de 1/50,000), por lo que hay que hacer uso de
mitdgenos tales como la concanavalina A (11). Se ha encontrade que las
células T nativas responden bien a péptidos presentados por APC en un rango
de concentracién de 0.5-5 uM; s6lo las células dendriticas han mostrado ser
efectivas a bajas cantidades de las mismas. Ademas, cada clase de molécula
de clase | o Il del MHC se une a un sclo péptido dentro de una hendidura
especializada en la superficie de la molécula del MHC (la mayoria de los
péptidos tienen de 10 a 30 aminodacidos de longitud). Puede suceder, por otro
lado, que se unan multiples tipos de péptidos a una misma molécula del MHC
para el reconocimiento, aunque cabe mencionar gue existen diferencias claras
en la naturaleza de los péptidos que se unen a las moléculas de clase | o Il del
MHC, que se deben a las diferencias en las hendiduras de union al péptido de
ambas moléculas, asi como a las estructuras primaria y secundarias de las
moléculas participantes (27).

Ademas del hecho mismo de “presentar”, las células accesorias tienen la
tarea de participar como co-estimuladores para la activacion fisiologica
completa de las células T(19).

Dentro de las APC mejor definidas para los linfocitos T cooperadores
estan los fagocitos mononucleares, los linfocitos B, las células dendriticas, las
células de Langerhans de la piel y, en los seres humanos, las células

endoteliales.

Los macrofagos y ofras células del sistema fagocitico mononuclear
fagocitan (valga la redundancia) activamente particulas grandes por lo que son
de suma importancia en la presentacion de antigenos derivados de

microorganismos infecciosos como bacterias y parasitos.

El procesamiento de un antigeno (y por tanto su posible presentacion)
por parte de los macréfagos depende de ciertas condiciones del medio, siendo

algunas, y muy importantes, las siguientes:

- Del pH; los endosomas y los lisosomas en los que tiene lugar el
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procesamiento del antigeno, tienen un pH acido, necesario para el
procesamiernto.

- Del tiempo transcurrido y el metabolismo que tiene lugar después de la
interaccion del antigeno con los macréfagos.

- Del "status™ de proteasas celulares.

- Del nive! de proteinas y moléculas de membrana necesarias para la
presentacion (como es el caso de B7, que interacciona con el CD28 de los
linfocitos T) y, por supuesto, el de moléculas del MHC(19,26).

Después del procesamiento de los antigenos dentro del macréfago,
éstos permanecen aislados en vesiculas rodeadas de membrana y se unen a
las moléculas de clase Il del MHC, sin salir de la APC. Se desconoce el lugar
exacto de la asociacién aungue se ha sugerido que sea dentro de un organelo
de la via endocitica(19).

Las moléculas de clase Il del MHC se sabe que se sintetizan y
ensamblan en el reticulo endoplasmico. Aqui, se sintetizan tanto la cadena
invariante, como los heterodimeros oy . La cadena invariante se une de
manera no covalente a dichos heterodimeros hasta el momento de entrar en
contacto con los endosomas que contienen péptidos provenientes de proteinas
procesadas listos para ser presentados(25).

Con la union de la cadena invariante a los heterodimeros (que juntos
forman la hendidura de union de los péptidos procesados) se logra por una
parte que se bloquee tal hendidura y no haya “ocupacién” de la misma por
péptidos propios del organelo y por otro lado, se sabe que ciertas secuencias
de aminoacidos de la cola citoplasmatica amino terminal de la cadena
invariante dirigen consigo a las moléculas de clase Il det MHC a través del
complejo de Golgi hacia los organelos rodeados de membrana de la via
endocitica(25,20).




Mientras las moléculas de clase It dei MHC se mueven a través de una
via exocitica llevadas por las cadenas invariantes, flegan a un punto de
encuentro con las vesiculas endociticas que contienen péptidos (o proteinas
exbgenas procesadas), donde el pH bajo y las enzimas proteoliticas provocan
la separacion de las cadenas invariantes de los heterodimeros ayp , con o
que las hendiduras quedan expuestas y con posibilidad de unirse a los péptidos
contenidos en las vesiculas endosomales. Los complejos péptido- moléculas
de clase Il del MHC se transportan entonces a la superficie de las APC donde
se expresan.

Se calcula que sélo 100 a 200 complejos de un péptido particular con
una molécula de clase Il del MHC especifica en la superficie de una APC
pueden activar a una célula T especifica para este complejo. Esto representa
menos del 0.1 por 100 del nimero total de moléculas de clase il que
probablemente estén presentes en la superficie de la APC, la mayor parte de
las cuales esta ocupada por péptidos propios.

Sin embargo, en cuanto al procesamiento de proteinas aun existen
aspectos sin resolver. Por ejemplo, no se sabe como es que un antigeno
extrafio incorporado por endocitosis a una APC evita una degradacion
proteolitica completa.a aminoacidos, como es probable que ocurra en el
comportamiento lisosomal de la célula. Se especula que la union del péptido a
moléculas del MHC frena la carrera hidrolitica de las enzimas (proteasas) de la

misma célula.

Todavia no se comprenden del todo, por otro lado, las complejas
interacciones de la cadena invariante, el péptido y las moléculas de clase i del
MHC, pero se sabe que aungue no es vital la presencia del péptido para el
ensamblaje de los heterodimeros, se ha demostrado que estos cambian su
conformacion y se estabilizan mas cuando aquél esta presente. Ademas, aln
no se comprende muy bien el papel de las llamadas proteinas acompariantes,
que regulan el transporte y unién de algunos péptidos a las moléculas de clase
i del MHC(19,25,26).
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Por otra parte, se ha mencionado antes el modelo mas acebtado para la
generacion de casi todos los complejos clase |l del MHC-péptido, que mejor se
acopla con la teoria de “un solo receptor” de la célula T, pero existen
importantes vias intracelulares alternativas potenciales para la generacién de
estos complejos que pueden tener significado inmunolégico. Una es, que las
moléculas de clase |l del MHC presentes en la superficie de la célula se
reciclen por internacion en los endosomas, conllevando asi a l[a union en este
momento de fragmentos peptidicos presentes en ellos, y a un intercambio de
péptidos asociados.

Es muy probable que el procesamiento de proteinas de membrana
{propias de la APC) juegue un papel crucial en el reconocimiento de péptidos
exdgenos asociados a moléculas del MHC por parte de la célula T, pero no se
sabe a ciencia cietta el mecanismo de procesamiento de las proteinas de
membrana.

Ademas del procesamiento de péptidos para la presentacion a células 7
CD4+, dentro del macrofago ocurren procesos de apoyo a la eliminacion del
agente extrafio que ha causado su activacion, como la produccion de oOxido
nitrico. Los macréfagos de ratén, pero no probablemente los de humanos,
presentan una caracteristica perceptible in vitro: después de tratar a ios
macréfagos muridos con IFN-y junto a LPS, TNF o IL-1, estas células expresan
una sintetasa del dxido nitrico de produccion etevada que, al contrario que la
enzima de la célula endotelial, se acliva de forma espontanea (independiente
del calcio). El éxido nitrico sintetizado en grandes cantidades por esta enzima
puede contribuir a la muerte de las bacterias y puede también inhibir la
replicacion viral. Existen reportes de que su produccidn aumenta en cultivos de
célutas murinas provenientes de animales ancianos (en relacién con animales
jévenes), a la par que la apoptosis aumenta en células endoteliales {10, 14), y
otros que marcan, por el contrario, una disminucion de sus niveles por parte
de macrofagos de animales viejos (12)

Por otro lado, se sabe que los macrofagos de individuos ancianos no

presentan pérdida en su capacidad para fagocitar; aumentan la sintesis de
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TGFp,; y de IL-6 (esta Interleucina hace que los hepatocitos sinteticen varias
proteinas plasmaticas, como el fibrindgeno, contribuyendo asi a la respuesta de
fase aguda, ademnas de que sirve como factor de proliferacion para las células
B activadas en fases avanzadas de su diferenciacién) (1, 3, 12); tienen ademas
disminuidas la produccion de IL-1, la translocacion de protein-cinasa, y la
respuesta inmune celular, particularmente la del tipo Thy mediada por la IL-12;
sin embargo, el proceso inflamatorio en la ancianidad no se ha estudiado
sistematicamente (12).

Los fagocitos mononucleares activado por el LPS son, por otra parte,
tos productores principales de TNF-a, no obstante que las células T activadas
por €l antigeno, las células NK activadas y los mastocitos activados también
pueden producirlo. En ausencia de LPS, no se detecta, pero en presencia de
LPS aumenta en los individuos viejos (3, 9). Junto con la IL-1 es responsable
de la capacidad del macréfago para producir IL-6 .

Por su lado, la IL-12 es un heterodimero que consta de dos cadenas
polipeptidicas unidas de forma covalente, una de 35 KD (p35) y otra de 40 KD
(p40). La subunidad p35 la producen muchos tipos de células, incluidos los
linfocitos T y B, las célu|as NK y los mastocitos. La cadena p40 es producida
principalmente por monocitos activados y células B, por lo que éstas se

consideran las fuentes principales de la citocina completa.

A |a IL-12 se le atnbuye también ia caracteristica de ser el activador
mas potente conocido de la célula NK, pero también estimula la diferenciacion
de las células T CD4+ nativas al subgrupo Th1, ademdas de estimular la
diferenciacion de las células T CD8+ a LTC activos y maduros.

Retomando el tema de los linfocitos T CD4+, cabe decir que los
receptores de la célula T responsables del reconocimiento especifico y de la
respuesta a un antigeno mas el MHC, es un compiejo de varias proteinas de la
membrana plasmatica. Ademas, se necesita de otras proteinas de superficie
conocidas como moleculas accesorias. El receptor de los complejos péplido-
MHC de la mayor parte de las células T (TCR, Receptor de Células T por sus
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siglas en inglés) es un heterodimero que se compone de dos cadenas
polipeptidicas denominadas o y f§, unidas covalentemente entre si por enlaces
disulfuro. La cadena « es una glucoproteina acida de 40 a 50 kD, y la cadena 8

es una glucoproteina neutra o basica de 40 a 50 kD.
Las cadenas o y B tienen regiones diferenciales, conocidas como:

V — Variable, la parte mas extema del receptor, y que deriva en regiones
hipervariables, que mas adelante se mencionan dada su importancia en el
reconocimiento de antigenos

C — Constante, 1a regién del receptor mas cercana al interior de la ¢élula{24).

Entre estas regiones se encuentra la regién J (del inglés join, unidn), y

solo en el caso de ia cadena P esta presente un segmento de diversidad, D.

Las similitudes en las secuencias de aminoacidos y en la conformacion
entre las regiones V del TCR vy las de las g refleja probablemente el hecho de
que ambos tipos de moléculas tengan la funcién similar de unirse a antigenos

extrafos extremadamente diversos.

Dado que no se ha resuelto aun la estructura cristalografica de rayos X
del TCR, la estructura tridimensional del lugar de union de los complejos
péptido-MHC puede deducirse sélo a partir de homologias en la secuencia con
las moléculas de anticuerpos, y de la estructura tridimensional conocida de las
moléculas de ig y del MHC. Hay al menos 3 regiones muy diversas en las dos
cadenas ay B del TCR que corresponden a las regiones determinantes de la
complementariedad de la unién al antigeno (CDR, del inglés Complementarity-
Determining Regions) de las Ig. Se cree que estas regiones hipervariables
forman los puntos de contacto con los complejos péptido-molécuia del MHC.
Dos de estas regiones hipervariables del TCR son codificadas por los
segmentos genéticos V y J (en la cadena o) o los segmentos V, Dy J {en la

cadena f3).




En base a la estructura terciaria predicha del TCR y de la secuenciacion
de genes del TCR a partir de un nimero elevado de células T monoclonales, se

han establecido caracteristicas con respecto a su especificidad:

- Por lo general, tanto la cadena o como la cadena § estan implicadas en la
unién con el péptido exrafio y el MHC, propio; esto es, ninguna es
especifica de forma independiente para el antigeno o el MHC.

- Diferentes porciones de las regiones hipervariables de las cadenas ay p
del TCR, es decir, las regiones V, D y J, pueden interactuar con los lados
helicoidales de la hendidura de unién al péptido de las moléculas del MHC,
o con los amino4cidos del péptido extrafio que se proyectan al exterior de
esta hendidura. Estos detalles estructurales sélo podrian esclarecerse
mediante el analisis cristalografico de moléculas de TCR unidas a
complejos péptido-MHC, que, como ya se ha mencionado, ain no se

realizan.

- Ef hecho de que un subtipo de células T reconozca antigenos unidos a
moléculas del MHC de clase | o de clase Il no depende del TCR, sino del
marcador CD4 o CD8 que expresen en su superficie.

Tanto ta expresion de las moléculas del TCR en la superficie celular
como sus funciones en la activacion de las células T dependen de otras cuatro
o cinco proteinas asociadas al heterodimero off. Juntas, estas proteinas forman
el llamado Complejo det TCR funcional. A tres miembros del complgjo se les
denomina proteinas CD3, y son una cadena y glucosilada de 25 a 28 kD, una
cadena & glucosilada de 20 kD y una cadena £ no glucosilada de 20 kD. Muy
probablemente estas cadenas CD3 existen como montémeros en el complejo
CD3. Ademas, el 80% de los complejos del TCR contienen un homodimere de
cadenas  no glucosiladas de 16 kD, y el 10% restante un heterodimero de una
cadena ¢ con una cadena n no glucosilada de 22 kD. Asi pues, la composicion

minima de los TCR mas comunes es off:ydels.




Existe un sinergismo dramatico en la coestimulacion dada por cada una
de las vias: la de la interaccion CD28 con la familia B7 y la de la proliferacién
debida a IL-2; también se ha observado que conforme es mayor el grado de
expresion del TCR es menos necesaria la coestimulacion.

Cuando el antigeno se une al TCR, el CD3 y las cadenas &/n transducen
las sefiales al citoplasma de la célula T, lo que conduce a su activacion
funcional.

Dentro de las moléculas accesorias del linfocito T mas importantes en el
reconocimiento de antigenos asociados a moléculas del MHC, tenemos al CD4,
que es una glucoproteina transmembranosa de aproximadamente 55 kD, que
se expresa como un mondmero sobre la superficie de las células T periféricas
de los timocitos. Tiene 4 dominios extracelulares similares a los de ias lg, dos
de ellos simitares a los V y los otros dos que no se parecen a los C nia los V.
Ademas, hay una region transmembranosa hidrofobica y una cola
citoplasmatica muy basica de 38 aminoacidos de longitud. El gen del CD4 se
localiza en el cromosoma 12 del humano(18,24).

E! CD4 sirve como molécula de adhesion debido a su afinidad especifica
por las moléculas de clase Il del MHC. La molécula CD4 invariable se une a
través de sus dos dominios N-terminales simitares a los de las Ig al dominio 2
no polimérfico de la molécula de clase |l del MHC. La funcién adhesiva del
CD4 puede ser mas importante cuando la afinidad del TCR sea baja.

Ademas, la molécula CD4 puede transducir sefiales o facilitar el flujo de
la sefial mediada por el complejo TCR al unirse a las moléculas de clase Il del
MHC, promoviendo por lo tanto las respuestas funcionales posteriores de las
células T restringidas. por la clase H.

Existen otras moléculas accesorias implicadas en la activacion de la
céluia T, como es el caso de las integrinas, el CD28, CTLA-4, CD2, CD45,
CD5, Ly-8, CD44.
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Aproximadamente 4 dias después de la estimulacion de células CD4
nativas, la poblacién efectora puede sufrir expansién posterior, sufrir
diferenciacién terminal y morir, o tal vez revertir a una poblacién de memoria.
Asi, estos ultimos linfocitos generados por exposicién aguda a un antigeno al
principio de un cultivo no expresan RNAm de citocinas, pero en una re-
exposicion, se sintetiza rapidamente, 4-6 h, resultando en la sintesis de la
citocina: los linfocitos no estimulados ni por antigenos ni por citocinas, persisten
en cultivo por 2-5 dias y luego sufren apoptosis (18, 19).

Cuando las células T se encuentran virgenes, sin haberse estimulado,
se encuentran en |a fase GO del ciclo celular; una vez que reciben el estimulo
adecuado para su diferenciacion y proliferacion, entran en la fase G1,
aumentando la sintesis de ARN en esta fase; al pasar a ia fase S, el linfocito
virgen sufre la diferenciacion que lo hace célula efectora. Solo en el caso de no
haber diferenciacién, la célula pasa a formar parte del grupo de los finfocitos T
de memoria; aln no se conoce cual (es) es(son) especificamente el{los)
estimulo(s) que determina(n) que los linfocitos T, o B, se desarrollen como
células efectoras o de memoria; de hecho, no se sabe si el marcador CD45RO
queda expresado por el resto de la vida del linfocito T de memoria o si llegue
algiin momento en que ya no se exprese, quedando en su lugar la presencia
del marcador CD45A.

Otros trabajos indican que, en el envejecimieno, las celulas
presentadoras de antigenos tienen alterada la expresion sobre su membrana
de las moléculas codificadas por el MHC. Existe también un aumento en la
proporcion de linfocitos T de memoria y una disminucion en la de células T

virgenes CD45R; ademas presentan deficiencias para entrar al ciclo celular {4).

En caso de no haber apoptosis, ya que se ha reconocido el complejo
péptido-molécula del MHC, las sefiales intracelulares que aumentan de forma
transitoria la transcripcion de varios genes que permanecen inactivos en las
células T no estimuladas, hay una transduccion precoz de la sefal que

desencadena la activacion, a activacion de diferentes genes asi como de la
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expresién de nuevas moléculas de superficie, ademas de la secrecion de
citocinas efectoras, realizacion de las funciones citoliticas o ambas y de la

induccion de la actividad mitdtica, resultando todo esto en:

- La proliferacion de las células T, mediada basicamente por una via de
crecimiento autocrino, en la que la célula T secreta citocinas que
promueven su propio crecimiento y expresa receptores de superficie para
ellas (siendo la IL-2 el principal factor de crecimiento autocrino) llevando
con esto a la expansion clonal de las células T especificas para el antigeno.
Una parte de la progenie generada evoluciona a células T de memoria
especificas para el antigeno.

- La principal actividad de las células T CD4+ es la secrecidn de citocinas con
distinta actividad cada una, tanto sobre fa misma célula generadora como
sobre las células B, los macréfagos, otras células T, los leucocitos

inflamatorios y el endotelio vascular.

De entre las citocinas generadas por los linfocitos T CD4+ como
producto de su activacion se puede mencionar a la IL-2, que es el principal
factor de estimulacién proliferativa para estas células (de hecho, se ha
encontrado que los linfocitos activados en presencia de IL-2 por 1 0 2 semanas
mantienen su habilidad para reestimularse por los antigeﬁos y sintetizar
citocinas luego de tal estimulacién) (18, 19).

La produccién de IL-2 depende particularmente de la co-estimulacién a
través de CD28 y también a través de LFA1 (CD11/CD18). La interleucina 2y
el factor transformante de crecimiento (TGF) P se sinergizan para bloguear la

apoptosis y favorecer la expansion efectora extensiva.

Por ofro lado, la IL-2 estimula la proliferacion de las células NK y
aumenta su funcion citolitica, produciendo Ias también conocidas como células
agresoras activadas por linfocinas (células LAK), ademas, act(a sobre ias
células B humanas como factor de proliferacion y como un estimulo para la

sintesis de anticuerpos. Se ha encentrado que su produccion disminuye en
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individuos ancianos (4), que, ademas, en experimentos con envejecimienta
acelerado en ratones, hay una caida dramatica en sus niveles acompanada de

un aumento en la produccion de IFN-y (11).

Otra citocina importante es la interdeucina (IL) 4. La principal célula
productora que se conoce de IL4 es la T CD4+, especificamente el grupo de
las Th2; de hecho, esta interleucina se utiliza como criterio de clasificacién de
las células T CD4+ en este subgrupo, pues es un factor de proliferacion y
diferenciacion de las mismas; promueve el desarrollo de células Th2
producioras de IL-4 + IL-5, a partir de células T nativas estimuladas por

antigeno.

Su papel mas importante se ha centrado en la respuesta de tipo alérgica,
siendo necesaria para estimular el Switching en la conversién de las células B
al isotipo de las IgE. Es pues, factor de proliferacion para los mastocitos.
También se le ha reconocido la estimulacion de factores de crecimiento
hematopoyético (5).

Esta interleucina inhibe, por otra parte, fa mayor parte de los efectos
activadores del IFN-y sobre el macrdfago, incluida la produccién de iL-1, éxido

nitrico y prostaglandinas, entre otros factores.

En Jla literatura se encuentran reportes de que en humanos en
condiciones de salud, la produccion de IL-4 no se altera significativamente con
respecto al avance de la edad de los individuos, aungue si se ve disminuida en

ratones ancianos (3).

La IL-10, cuyas dos actividades principales son inhibir la produccién de
citocinas por los macrofagos (TNF, IL-1, quimiocinas e IL-12} e inhibir las
funciones accesorias de los macréfagos en la activacion de la célula T (es
decir, inhibir la inflamacion mediada por las células T), es producida en su
mayor parte por células Th2, aunque también es producida por algunas células
B activadas, por algunas células Th1 (en humanos), por macrofagos activados

y por algunas células no linfociticas (como los queratinocitos).
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Su nivel de produccién y efectos no se encuentran hasta el momento

ampliamente estudiados con respecto al envejecimiento.

Para lo referente a las células Th1, estudiamos las condiciones del IFN-
¥. También denominado por algunos autores como Interferon Il, es considerado
como el principal MAF (Factor Activador de Macréfagos, por sus siglas en
inglés). Es un potente activador de los fagocitos mononucleares; induce
directamente la sintesis de enzimas que median el estallido respiratorio, que
permite a los macrofagos matar a los microorganismos fagocitados, asi como
células tumorales (con ayuda de segundas sefales) {13).

Por otro lado, aumenta la expresion de moléculas de clase | del MHC y
también provoca la expresion de molécufas de clase 1l del mismo complejo, sin
embargo, se le considera como criterio de seleccion para células Th1. In vivo,
puede -aumentar las respuestas inmunitarias humorales y celulares a través de

estas acciones en la fase de reconocimiento.

Adicional a esto, tenemos que también actia sobre las células B para
promover el “Switching” a las subclases 1gG2a e 1gG3 en ratones e inhibir el
“Switching” a IgG1 e IgE; activa el estallido respiratorio de neutréfilos; estimula
la actividad citolitica de las células NK y es activador también de las células
endoteliales.

£n animales viejos tratados con IL-12 exbgena, se ve aumentada su
produccion (7).

Luego del reconocimiento del antigeno por parte del linfocito T CD4+ se
da la fosforilacién de la tirosina de la membrana y de las proteinas
citoplasmaticas, mediada por fa fosfotirosin cinasa (PTK). Esto conduce al
acoplamiento y activacion de la enzima fosfatidilinositol fosfolipz-asa Cy1
{PL.PLC -y1), que se fosforila entonces rapidamente y se acopla también al

complejo TCR. No se conoce la PTK precisa que fosforila a fa PLC -y1, pera
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existen tres PTK diferentes implicadas en estas primeras fosforilaciones de la
activacion de la célula T: Ick, fyn y ZAP.

Luego, la PI-PLC-y1 cataliza la hidrélisis de un fosfolipido de la
membrana plasmatica llamado fosfatidilinositol 4,5-bifosfato  (PtdInsPy),
llevando al aumento en la concentracion plasmatica de dos productos de la
ruptura del PtdinsPa: el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) y el diacilglicero! (DAG). La
ruptura del PtdinsP; se sigue de la ripida elevacion de la concentracion del
calcio citoplasmatico ionizado, que depende del flujo extracelular al interior. Se
forman complejos calcio-calmodulina, que pueden activar a varias enzimas,
incluidas cinasas (que tienen diferentes substratos de los de la PKC)
promoviéndose de esta forma la activacidn de genes implicados en la

proliferacion de linfocitos y la produccion de citocinas.

Otro elemento regulador clave en los primeros acontecimientos de la
activacion del linfocito T es la molécula CD45, que posee una actividad
intrinseca tirosin fosfatasa en su cola citoplasmatica.

Asi pues, se ha demostrado que la calidad de la actividad de las APC es
determinante en la capacidad de respuesta in vitro de las células T CD4+,
siendo el resultado una deficiente respuesta global debida no tanto a una falla
en las células T o a las de tipo B sino a la célula APC participante, siendo mas
importante su presencia y activacion en una respuesta primaria que en una
secundaria. Ademas se observa que las células T CD4+ se van acumutando en
el bazo con la edad (17).
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Para el presente trabajo se ocuparon ratones hembra de le cepa C57BL/6. Se
consideraron viejos a aquellos animales con 20 - 22 meses de edad, mientras
que como animales jovenes a aquéllos con 2 meses de edad.

INMUNOGENO E INDUCCION DE MACROFAGOS Y DE LINFOCITOS T CD,*

La induccién de proliferacion de linfocitos T CD,' se realizd con fa
hemocianina KLH (Keyhole limpet Hemocyanin lyophilized Calbiochem, San
Diego, California), a una dosis de 100ug por ratén, disueltos en 1 mL de PBS,

mediante inyeccion intraperitoneal.

La induccion de macrdfagos se hizo con medio tioglicolato, al 3% (P/V),
por inyeccion intraperitoneal de 3 mL de tal solucidn. El tioglicolato ulilizado se
disolvid por calentamiento y luego se esterilizé sometiéndose a 120 — 121°C
(15-20 libras) durante 15 minutos.

Los periodos de inmunizacion, segun se observa en el esquema, se
realizaron inyectando el primer dia una dosis de 100 ug de KLH disueitos en 1
mL de PBS; a las 96 horas se inducen los macréfagos mediante la inyeccion de
3 mL de la solucién de tioglicolato mencionada; transcurridas 72 horas, se
refuerza la induccién de linfocitos T CD4+ por inyeccion intraperitoneat de otros
100 pg de KLH disueltos en 1 mL de PBS, sacrficando finalmente a los

ratones 96 horas mas tarde.
EXTRACCION Y CULTIVO DE CELULAS

Una vez transcurridos los periodos de inmunizacién e induccion de células, se
sacrificaron los ratones por desnucamiento, sumergiéndolos inmediatamente
después en una solucién de etanol al 50% con la finalidad de sanitizar el
cuerpo del animal. En la cavidad peritoneal se inyectaron 5 mL de solucion de
Hanks (Ver preparacién Anexo 1), cuidando de no afectar a los intestinos se dio
masaje en la misma zona por 2-3 minutos con el fin de recolectar de esta

forma los macrofagos inducidos en esa area.
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Luego de retirar |a piel de ia zona perioneal, se extrajo por succién el
lavado peritoneal que contenia a los macréfagos en suspensin, evitando
extraer pedazos de tejidos ni sangre, colocando tal suspension en tubos de
centrifuga.

Una vez extraidos los macréfagos de cavidad peritoneal, se procedid a
la apertura total de la zona abdominal y a la extraccion del bazo de cada
animal, depositidndolos de inmediato en solucion de Hanks.

Se realizé una perfusién a cada bazo para obtener las células del
mismo, entre las que se encuentran los linfocitos T CD,* . Tales células se

depositaron después en tubos de centrifuga.

Tanto la suspensién con células de bazo como la que contenia los
macréfagos de cavidad peritoneal se centrifugaron a 1500 2000 rpm,
decantando el sobrenadante y resuspendiendo las células en solucion

"hemolizante por 3 minutos.

Estas soluciones hemolizadas se [levaron a volumen de 5 mL con
solucion de Hanks, se centrifugd nuevamente y decanté el sobrenadante,
resuspendiendo finaimente en 1 mL de medio de cultive RPMI suplementado.

Se procedid a la cuenta de células, previa tincién con azul tripano, en
camara de Neubauer (Bright-Line) y al posterior ajuste de nimero de células
siguiente:

Células de bazo: se ajustaron a 3,000,000 células/mb
Macréfagos: se ajustaron a 1,000,000 células/mL.

La cuenta para el ajuste se hizo segun el siguiente criterio:
Para las células de bazo:

No. de células contadas * 100,000

3,000,000




Para los macréfagos:

No. de células contadas * 100,000

1,000,000

El resultado corresponde al volumen a que se debe ajustar el total de las
células correspondientes, con medio RPMI suplementado, restando 1 dado que
ya habia resuspensién en 1 mL de medio de cultivo.

Los macrofagos se incubaron en placas de cultivo de 24 pozos (Costar)
durante 24 y 48 horas a 37°C, recuperando luego de estos periodos de
incubacion los sobrenadantes para hacer la cuantificacién de las Inerleucinas
por método de ELISA.

Se cuftivaron macrofagos testigo, o basales, mismes a los que se les
dejo en cultivo Gnicamente con medio RPMI, sin estimulacion.

Para evaluar la respuesta de estas células se cultivaron macrofagos en

el mismo medio con LPS de E. coli (Sigma) a una concentracion de 10 pg/mL

Por otro lado, para evaluar su actividad como células presentadoras, se
co-cultivaron con células T CD4" de la siguiente manera:

Macrofagos de ratones jovenes + células T CD,* de ratones jévenes.

Macrofagos de ratones jovenes + células T CD," de ratones ancianos.

Macrofagos de ratones ancianos + células T CD," de ratones jovenes.
- Macréfagos de ratones ancianos + células T CD4" de ratones ancianos.

Las células T CD," se cultivaron, una vez hecha la separacion

magnética, en las siguientes condiciones:

- Para evaluar la capacidad de respuesta inespecifica de los linfocitos T CD4"

se cultivaron linfocitos con concavalina A, a una concentracion de 2 pug/mL.
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- Linfocitos con KLH.

. Linfocitos unicamente con medio RPMI suplementado.

Identidad de las células cultivadas

CITOMETRIA DE FLUJO

Para conocer la proporcidn real de macréfagos cultivados se realizé un
analisis de citometria de flujo indirecta, mediante el uso de un FACS
(Fluorescence-activated Celi Sorter, o clasificador de células activado por
fluorescencia) al momento de la obtencién de los mismos y después de 2 horas
de su adherencia en la placa de cultivo.

Este tipo de analisis se fundamenta en la uniébn de anticuerpos
especificos para moléculas de membrana de células, en este caso macrofagos
peritoneales de raton, marcados con fluorescencia, donde la cantidad de
anticuerpo unido a cada célula en una poblacién se mide haciendo pasar a
través de fluorometro células suspendidas de una en una. El FACS tiene la
capacidad, ademas de cuantificar las células marcadas con el anticuerpo
utilizado, separar varias células, unidas a sus anticuerpos correspondientes
marcados, a la vez tanto grafica como fisicamente.

Para esto se tomd una alicuota de 1*10° células, se suspendié en PBS
frio y se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm.

Se utilizé el anticuerpo monoclonal IgG1 de rata Anti Mac 3 marcado con
FITC, durante 30 minutos a 4°C. El Mac 1 es el antigeno 1 de macréfagos, un
miembro de la familia de las B-2 integrinas de moiécuias de adhesion, también

conocido como antigeno 1 receptor del componente C3 del complemento.

Una vez hechos los lavados correspondientes se resuspenden los
complejos Macrofago-anti Mac 3-FITC en PBS-paraformaldehido al 1% y se
procede a la lectura de fluorescencia.
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Para eliminar ruidos o lecturas falsas se leyeron ( como controles del sistema ):
- Células solas.

- Celulas + aMac 3-FITC.

Células + Rat IgG1 + estreptoavidina-FITC.

Células + estreptoavidina-FITC

Los lavados se hicieron con PBS preparado en la misma forma que para
el ensayo de ELISA adicionado de NaN; al 0.002%.

PURIFICACION DE CELULAS CD4+ MEDIANTE SEPARACION MAGNETICA

La purificacion y cuantificacion de células T CDs" que se utilizaron para
los cultivos se realizé mediante la técnica de MACS y posterior ajuste de
namero de células/mL.

Una vez separadas y ajustadas las células de bazo a 3 000 000
células/mL se sometieron a incubacién con anticuerpos anti-CD4 unidos a su
vez a microesferas magnéticas.

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, las células se hacen
pasar a través de una columna acoplada a un campo magnético, que retendra
a las microesferas magnéticas, unidas previamente a anticuerpos anti CD4,
que a su vez ya han formado complejos con la células que en su superficie han
expresado tal marcador. E! resto de las células pasan a través del campo

magnético sin permanecer aht.

Después de un lavado a la columna por la que ha pasado el total de la
suspencién de células del bazo, se retira el campo magnético permitiendo asi,
mediante otro lavado con un volumen conocido de amortiguador de pH, la
recoleccion de todas las células que salgan de la columna, siendo éstas

exclusivamente CD4+.

El amortiguador de pH utilizado se hizo con PBS, como se preparé para
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el ensayo de ELISA, y EDTA 2mM + Albumina Sérica de Bovino al 0.5%,
esterilizando por filtracion.

Metodologia de Evaluacion indirecta de la actividad.

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) TIPO SANDWICH

Ensayo enzimatico cuantitativo en que se fija una cantidad determinada
de anticuerpo especifico para aquello que se esta cuantificando, en este caso
interleucinas, a una superficie solida (placas con 96 pozos de fondo concavo
COSTAR).

Las partes de superficie no cubiertas con anticuerpo especifico se

bloquean con Albimina Seérica de Bovino.

Se afade después la muestra en que se va a buscar y cuantificar la
interleucina buscada, asi como cantidades conocidas de la interleucina, a

diferentes concentraciones en cuestion como referencia o curva patron.

Se utiliza después un segundo anticuerpo marcado con biotina, o
biotinilado (Pharmingen), especifico también contra la Intedeucina a cuantificar.

Se forma luego un complejo con esta biotina adicionando
estreptoavidina-peroxidasa (Streptoavidin-horserdish peroxidase conjugate
Amersham Life Science), en una concentracion de 1:1000 partes, con el fin de
amplificar la reaccion de reconocimiento y llevar a cabo asi una cuantificacion
mas precisa.

Se evidencia la cantidad de estreptoavidia-peroxidasa que se une
mediante el desarrollo de color al reaccionar ésta con ABTS [150 mg de 2,2'-
Azino-bis(acido sulfénico 3-etilbenztiazolina en 500 mL de 4cido citrico 0.1M, a
pH de 4.35], substratd de la peroxidasa (ABTS single solution Zymed), y se lee
espectrofotométricamente a 405 la intensidad de color desarrollado,
cuantificando asi indirectamente la cantidad de Interleucina presente tanto en

los pozos de la curva patron como en los pozos con cantidades desconocidas a
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través de los resultados de regresion lineal obtenidos de tal curva. Las lecturas
se hicieron con un Lector de placas de ELISA Dynex Technologies MRX Serie
ICXC 1373 con impresora Star NX-1001.

Se debe obtener una relacion lineal, pues la intensidad de color
desarroflada es directamente proporcional a la cantidad de Interleucina
presente, determinandose de manera homodloga a la ecuacion de una recta a
*y" como la absorbancia leida, “x” como la concentracion de Interleucina y m, o
pendiente, como la cantidad de color desarrollade (absorbancia) en relacién

con la concentracién de Inerleucina, cumpliendo con la Ley de Lambert - Beer.
Todos los anticuerpos utilizados son Purified rat anti-mouse Phamingen.

La actividad de los macréfagos como células presentadoras de antigeno
se realizé en sobrenadantes de su co-cuitivo con linfocitos T CD,* mediante Ia
cuantificacion de citocinas por técnica de ELISA. (Ver preparacién de
soluciones Anexo ).

PROLIFERACION DE LINTQCITOS T CD,*

Para conocer la capacidad de proliferacién de las células T CD4* se hizo
un marcaje con [*H}-Timidina (Sigma) a una concentracién de 10 mCi/mL

midiendo luego las cuentas por minuto dadas para cada situacion de desarrolio.

MEDICION DE NO, -

Como parametro de respuesta de los macrofagos se midid la produccion de
Oxido Nitrico, mediante la reaccion colorida que este 6xido da al reaccionar con
el reactivo de Griess:

SOLUCION A
Clorhidrato de naftiletilendiamina al 0.1% en agua destilada.

SOLUCION B
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Sulfanilamida al 1% en H3;PO, al 5%

La solucién A y la solucibn B se mezclaron a volimenes iguales y se
adicionaron a 70ub/pozo y se permitid el desarrollo det color durante 10
minutos a temperatura ambiente.

La coloracién desarrollada se evalud leyendo espectrofotométricamente  con
un filtro a 550 nm para lectura y otro a 620 nm como referencia, siendo 1a
intensidad de color (0 absorbancia) directamente proporcional con la cantidad
de Oxido Nitrico presente en el medio, obteniéndose un comportamiento
acorde con la Ley de Lambert y Beer.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

Para el presente trabajo se realizaron tres experimentos con el esquema
de inmunizacion y cultivo descritos en el Capitulo 5.

Sin embargo, no se Hevaron a cabo las lecturas de todos los parametros
en todos los experimenios contemplados, por causas ajenas a nuestra
voluntad, como se podra observar mas adelante.

EXPERIMENTO 1

Se utilizaron 10 ratones hembras de la cepa C57BL/G: 5 de 2 meses de
edad y 6 de entre 20 y 22 meses de edad.

EXPERIMENTO 2

Se utilizaron originalmente 10 ratones hembra de la cepa C57BL/6: 5 de
2 meses de edad y 5 de edades entre fos 20 y los 22 meses. Uno de los -
individuos de menor edad murié por error en la aplicacién de 1a segunda dosis
de KLH, por lo tanto se hicieron las mediciones sdlo con los sobrenadantes de
los cultivos de céluias provenientes del resto de animales inmunizados.

EXPERIMENTO 3

Se utilizaron 10 ratones hembra de la cepa C578L/6: & de 2 meses de
adad y 5 de entre 20 y 22 meses de edad.

En todos los cultivos de macréfagos Unicamente, se hicieron cultivos
testigo de células en crecimiento sin presencia de LPS (basales), en los que no
se detectd significativamente la presencia de las citocinas medidas, y solo se
reportan los resultados correspondientes a los sobrenadantes de cultivos en
que se incluyen LPS.

En el caso de los co-cultivos de macrdfagos vy linfocitos T CD4+ también
se realizd en paralelo la incubacion de células en las mismas condiciones, sin
adicion de KLH (basales), que tampoco se reportan aqui.

Al final de las mediciones realizadas en todos los experimentos en forma
individual se realizd un “pool” con los sobrenadantes restantes de cada uno,
correspondientes entre si y se hicieron determinaciones finales (confirmatorias)
sobre todo en aquellos parametros que no se pudieron medir al inicio del
trabajo. :

En las graficas obtenidas por andlisis de citometria de flujo para la
estimacion cualitativa de la poblacion de macréfagos contenidos en los cultivos
realizados no observaron irmegularidades en cuanto a las caracteristicas y
proporcion de tales células presentes en las muestras. Las graficas e
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imagenes correspondientes no fue posible que se imprimierdn por causas
ajenas.

En todos los casos se presentan los valores individuales de cada
experimento y finalmente los resultados correspondientes al “pool” de
scbrenadantes.

En virtud de que las cifras de niveles de citocinas presentados para cada
experimento tienen drdenes diferentes (algunos valores, dentro de las centenas
y otros dentro de los millares), no se considera posible hacer un analisis de
promedio de los resultados obtenidos, ni de desviacién estandar, dado gue aun
con estas diferencias de drdenes, los comportamientos mostrados en las
producciones de citocinas y niveles de proliferacion celular contemplados
resultan ser los mismos en todos los casos.

Los resultados se presentan de acuerdo a la actividad desarrollada por
cada tipo de célula.

Los experimentos y determinaciones realizadas se resumen de la
siguiente manera;

PARAMETRO |EXPERIMENTO | EXPERIMENTO | EXPERIMENTO | EXPERIMENTO
| DETERMINADO 1 2 3 —_i(mdl
IL-6 Si se realizéd Si se realizé Si se realizé No se realizd
IiL-10 Si se realizé Si se realizd Si se realizé No se realizd
iL-12 Si se realizd Si se realiz6 Si se realizd No se realizd
TNF No se obtuvo Si se realizé Si se realizd No se realizd
lectura
Oxido Nitrico No se realizd No se realizd Si se realizd Si se realizd
IL-2 No se realizd No se realizd No se realizd Si se realizé
IL4 Si se realizdé Si se realizd Si se realizé Si se realizé
IFN-y Si se realizd Si se realizd Si se realizd Si se realizé
Proliferacion Si se realizd Si se realizd Si se realizé No se realizd
de Linfocitos T
CD4+

Las abreviaturas utilizadas en las graficas:

M.J = macrofagos de animales jovenes LJ = linfocitos T CD4+ de animales j
jévenes
LV = linfocitos T CD4+ de animales

viejos

MV = macréfagos de animales viejos
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RESPUESTA PROLIFERATIVA DE

LINFOCITOS T CD 4+
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CAPITULO 7

ANALISIS DE RESULTADOS

Es sabido que la poblacidn de linfocitos de memoria aumenta en nimero
durante el proceso de envejecimiento, a su vez disminuye el nivel de las
células virgenes. Aunque no se sabe aln cual (es) es (son) el (los)
mecanismos que determinan el que una célula T, o B, se diferencien en célula
efectora o de memoria, es conocido que estas células tienen dificultad para
entrar en el ciclo celular en un estado de ancianidad {11). Probablemente esta
situacion tenga mucho que ver con una estimulacion disminuida para que se dé
tal diferenciacién y se pueda desarrollar memoria efectivamente en un estado
de envejecimiento.

En tal caso, resulta de vital importancia el papel de las células
presentadoras de antigenos (que es el caso de los macréfagos activados).

Los resultados arrojados por el presente trabajo muestran que
efectivamente hay una disminucion determinante en la capacidad de los
macrofagos como células presentadoras de antigenos, que repercute en una
posibilidad limitada de proliferacién por parte de los linfocitos T CD4+, que a su
vez no parecen tener per se tan fimitada su posibilidad de reconocer antigenos

y activarse.

La respuesta proliferativa de los linfocitos T CD4+ de animales jovenes
al inmunégeno KLH fue estimulada en menor grado al co-cultivarse estas

células con macrofagos de animales viejos (hay un 63.73 % de inhibicion).

Al co-cultivarse linfocitos CD4+, alternando con macréfagos de animales
jovenes y viejos, la tendencia es la misma: un 97.95% de diferencia entre los

cultivos en que se incluian macrofagos provenientes de ratones ancianos y
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aquéllos con células de este tipo pero obtenidos de individuos jévenes. Esta
caida es mas dramatica engafiosamente, pues al comparar la diferencia entre
ambos tipos de Linfocitos estando presentes macréfagos extraidos de animales
ancianos (una diferencia del 54.67%) con los que estaban en presencia de
estas células provenientes de animales jévenes (del 97.43%), se ve que la
diferencia es muy notoria y apunta a una deficiencia en los macréfagos para
estimular la proliferacion de los linfocitos T CD4+ (aunque no se pierde de vista
la deficiencia de estos Gltimos dada la avanzada edad de los individuos de que
se extrajeron).

Esto se correlaciona con la baja produccién de IL-2, reportada por
algunos autores, en relacion con individuos anciancs, utilizando cultivos de
células tanto humanas come murinas, situacion que aqui se ve reflejada como
una produccién igual de tal citocina por parte de linfocitos, ya fuera de animales
jovenes o ancianos al estar en contacto con macréfagos extraidos de ratones
jovenes, viéndose depletada en los cultivos donde estaban presentes
macrofagos de animales viejos hasta en un 29.74% cuando hay presencia de
linfocitos obtenidos de ratones jéirenes, y sin detectarse siquiera en los
sobrenadantes de cultivos en que ambos tipos celulares provenian de los
animales con la edad mas avanzada. Cabe mencionar que este resultado lo
presentamos Unicamente como informative y no podemos concluir
determinantemente en base a él, pues no se realizé una cantidad
representativa de mediciones que nos permitieran hacer un analisis estadistico
confiable; por el contrario, sélo se realizd una vez la cuantificacion de esta

interleucina.

Sin embargo, y por otra parte, no se ha ahondado en el estudio del
nivel de receptores de IL-2, ni de expresidon de CD28; sin embargo, se ha visto
una elevacién en la expresion de TGF-f en la ancianidad (lo que llevaria a la
apoptosis de la célula). Tampoco, por otra parte, se ha establecido el “status”
de las enzimas y moléculas involucradas en la cadena efectora de proliferacion
del linfocito T de individuos ancianos (asi como de la produccion de
Interfeucinas), como es el caso de Ia tirosina, las PTKs, proteinas plasmaticas,
PLC-y1, que pudieran apuntar a una baja optimizacion en la estimulacion de

tales factores.
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Se obtuvo, por otra parte, una disminucion dramatica en la produccion
de IL-12 por parte de los macréfagos de animales ancianos, en relaciéon con
aquellos provenientes de individuos jovenes. Esto explica la caida en los
niveles de IFN-—y al co-cultivarse células CD4+ de animales (ya sea jovenes o
ancianos) con macrofagos de individuos viejos, en comparacion con los
cultivos en que se incluian macréfagos de individuos jovenes. Esta
observacion coincide con los resultados de autores que mencionan gue su
produccion se optimiza mediante la adicién externa de IL-12 en cultivos de
linfocitos de ratones ancianos (7). De hecho, los linfocitos de animales con
esta dltima caracteristica en co-cultivos con macréfagos de los ratones de
menor edad muestran fa mayor patrén de producciéon de IFN—y, obteniéndose
un 3.53 % de produccion por arriba del nivel observado para los co-cultivos de
linfocitos de animales jovenes con macrofagos provenientes de estos mismos
individuos, lo que indica que los linfocitos T. CD4+, aan provenientes de
animales viejos tienen la capacidad de producir tal citocina a niveles
comparables con las que poseen las células homélogas provenientes de
individuos jovenes, siempre que la estimulacion sea la adecuada (situacion que
se alcanza con la presencia de macréfagos de animales jdvenes y no asi por
las cefulas del mismo tipo obtenidas de ratones ancianos).

Por el contrario, los co-cultivos en que intervinieron macréfagos de
ratones ancianos presentaron los niveles mas bajos de produccion de IFN-y (
aproximadamente 30 % mas abajo que en el caso macréfagos de animales
iovenes-linfocito T CD4+ de raiones ancianos) y una caida mas acentuada
para los sobrenadantes de co-cultivas con ambos tipos celulares provenientes
de individuos ancianos (1.17% del nivel alcanzado por los cultivos con
macrofagos extraidos de ratones jovenes y linfocitos T CD4+ de animales
seniles).

La produccién- de IL-12, por su parte, muestra una disminucién del
10.06% por parte de los macrdfagos obtenidos de ratones vigjos, en relacion
con los niveles alcanzados por las células homélogas extraidas de los

individuos de menor edad.
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Los niveles de IL-6 se observan elevados en un estado de
envejecimiento, como se ha reportado ya por varios autores, lo que habla del
favorecimiento de expresion de TGF reportado en la literatura (1, 3, 12).

La dramatica estimulacién de produccion de IL-8 por parte de los cultivos
de macréfagos de ratones ancianos nos da un aumento de 159.76 puntos
porcentuales por arriba de lo producido por los macréfagos provenientes de
animales jovenes. Sin embargo, los niveles de IL-6 no se pueden atribuir a una
disminucién en ia produccién limitada de TNF-a, pues esta ultima citocina se ve
disminuida en su expresion por parte de los macréfagos obtenidos de ratones
viejos en comparacion con los resultados arrojados por estas mismas células
obtenidas de ratones jovenes.

Esta disminucidén de produccién de TNF-a lleva al favorecimiento, por
ofra parte, de una respuesta tipo Th2, que a su vez es congruente con los
reportes encontrados en la bibliografia, ademés de que apoya la idea de que la
disminucion de esta citocina puede estar relacionada con la mayor

susceptibilidad al cancer en individuos ancianos.

Esta inclinacion hacia una respuesta de tipo Th2 se observa en los
niveles de 1L-4, cuya diferencia entre las diferentes condiciones de cultivo no
es estadisticamente significativa; se ha reportado que esta citocina no se ve
alterada en su produccion por parte de células mononucleares obtenidas de
individuos humanos tanto jovenes como ancianos (aunque en estudios hechos
con célutas murinas se ve disminuido su “status” conforme aumenta |a edad de

los animales de que se obtengan).

De aqui que tampoco se pueda culpar a una inhibicién en la estimulacion
de los macrdfagos en un estado de envejecimiento, para que éstos a su vez
estimulen a los Linfacitos T CD4+, dado que la IL-4, entre ofras cosas, funge

coma inhibidor de los activaderes del IFN-y sobre los macréfagos.
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Adicional a todo esto, la observacion de los resultados obtenidos
demuestra que no se puede sefalar una inhibicion de la actividad linfocitica
literalmente, sino de una estimulacion deficiente. Eso se deriva de que,
ademas de io ya mencionado, la produccién de IL-10 se vio depletada en los
cultivos de macréfagos obtenidos de los animales mas viejos, hasta en un
53.28 % en comparacion con los niveles presentados por este mismo tipo de
células extraidas de ratones jévenes. Si hay una baja en el nivel de IL-10, hay
una baja en la inhibicién de la activacién de las células T, que se cuenta entre
las actividades llevadas a cabo por esta interleucina.

Existen aun muchas interrogantes en cuanto a la presentacion de
antigenos por parte de los macréfagos hacia los linfocitos T CD4+, como es el
caso del lugar exacto dentro de ellos en que se da la asociacion del péptido
procesado con las moléculas de clase It del MHC, ni como es que no haya una
degradacion completa de tales péptidos hasta aminoacidos (con lo que se daria
una presentacion inefeiciente del antigeno, en caso que se llegue a tal
presentacion); tampoco se ha comprendido bien cual es exactamente el pape!
de las proteinas acompafiantes de los péptidos hasta su “encuentro” y
asociacion con las moléculas de clase |l del MHC.

En este sentido, se propone que, a partir de estos resultado que
muestran una papel mas crucial de la limitacion de los macrdfagos como
Células presentadoras de antigenos que de los linfocitos T CD4+ como células
que reconocen y reaccionan, se lieven a cabo estudios mas especificos para
cada uno de los aspectos involucrados, como los mencionados anteriormente,

mismos en que no se ha profundizado ain en estados “normales”.
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CAPITULO 8
CONCLUSIONES

En el envejecimiento existe una capacidad disminuida de los macréfagos para
presentar antigenos a los linfocitos T CD4+ y, por tanto, para activar a éstos
itimos.

Por su parte, los linfocitos T CD4+ no tienen afectada de manera significativa
para responder a la activacién de macréfagos en co-cultivos de estos dos tipos
de células.

De 1a misma manera, se ve favorecida la respuesta inmune de tipo Th2, con
respecto de la del tipo Th1, en cuanto al proceso que se desencadena fuego de
la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4+ por parte de los
macréfagos, lo que puede explicar la relacion de células T de memoria,
aumentadas en nimero, frente a la cantidad de células T virgenes, disminuidas
a su vez, que en individuos ancianos da como resultado un numero
engafiosamente igual de este tipo de células totales en relacion con las celulas
presentes en individuos jovenes.
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Anexo |

Para preparar la solucidn de Hanks se utilizaron:

SOLUCION A (solucién 10X, para 1L)

1)

50 g NaCl J.T. Backer
4 g KCI Merkc

2 g MgS0,.7H0O Merck

400 mL HO

2)

149 CaCl; Merck

50 mL H0

Se mezclaron 1) y 2) y se aforaron a 500 mL

SOLUCION B

1.5g NaHPO, .12 H;O J. T. Backer
0.60 g KHPO, Merck

10.0 g Glucosa anhidra Sigma

400 mL H:O

Se adiciond rojo de fenol al 0.4%, 0.5 mL y se lievd a volumen fina! de 500 mL.
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Las soluciones A y B se esterilizaron a 12 libras de presion por 12
minutos y una vez frias, se mezclaron y se refrigeraron para su uso posterior.

La solucidn hemolizante se preparé de 1a siguiente manera:
SOLUCION A

0.87 g NH,CI J. T. Backer

100 mL HO

SOLUCION B

2.05g Tris-base Research Organics

100 mL H;O

Se tomaron 8 partes de A + 2 partes de B, se ajustd el pH a 7.4 y se esterilizé a
120°C (15-20 libras) por 15 minutos.

El NaHCO3 0.1M, pH 8.2 se preparé con NaHCO; Sigma.

Para la preparacion de!l PBS 10 X se mezclaron:

3.864 g NaH.POQO, J.T.Backer
10.224 g Na;HPOQ, Prod. Quim. Monterrey
74.0 g de NaCl J.T. Backer

Se aforaron a 1000 mL y se ajustaron a pH de7.2-7.4 (pHmetro ORION
Mod. 410A) '

La solucién de PBS-Tween 20 lleva una proporcion de 0.5 mL de Tween
por cada litro de PBS.
Todas las incubaciones para fijar anticuerpos e interleucinas se hicieron a 4°C

durante toda la noche.
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