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INTRODUCCION

E! estudio de por Qué envejecemos ha causado gran interés en la
humanidad, y aungue la geriatria es una ciencia muy reciente, se tienen datos de que
Aristotéles formulé las primeras hipotesis. Ei compard la longevidad entre diferentes
organismos y flegé a fa conclusion de que las incapacidades que aparecen af envejecer no se
deben a un trastorno de la menté , sino de su vehiculo , cormo ocurre en las enfermedades. En
la época det renacimientc Leonardo Da Vinci observd cambios anatomicos desde el
nacimiento hasta fa senectud y concluyd que el envejecimiento se debe a venas que al
aumentar el grosor de sus paredes restringen ef paso de ia sangre , y con la consiguiente faita
de nutricion , destruyen ia vida de {os ancianos sin que sufran fiebre , extinguiéndose poco a
poco , en una lenta muerte (1).August Weissman (1891) define al envejecimiento desde un
punto de vista evoiutivo apegandose a las ideas de Darwin , el menciona que el envejecimiento
y la muerte son una adaptacién benéfica que deja espacio a los jovenes que cuentan con
nuevas combinaciones génicas : una especie de "retiro biolégico”, sin embargo Alexander
Comfort (1979) describe que existen organismos que nunca envejecen, como es el caso de
las bacterias y algunos protozoarios, que mediante fa conjugacion (ogran mantenerse vivos (2).
Mediante un modelo pobiacional estadistico Gompertz (1825) define al envejecimiento corno
una serie de procesos biol6gicos refacionados con ef tiempo, que producen disminucion de la
viabifidad, aumento de la vuinerabilidad y probilidad de muerte de un organismo (2).

En la biologia el ser humano es ia segunda especie animaj mas iongeva y la primera entre los
mamiferos , el primero {a tortuga tenrestre Testudo sumeiri con 150 afios de edad, también
existen otros orgahismos muy fongevos que pertenecen a las plantas superiores , por éiemplo
las monocarpicas anuales (de una sola floracidn ), cuya maduracién sexual desencadena su
muerte. Y otros que aparentemente son etemos (1000 aiios) de 150 metros de a_ltuka como la
secuoya (Sequoia sempervirens ), los pinos californianos de unos 5,000 afios (Pinus anistata) o

el drbol del tule ( Taxodium mucronatum ) de apréximadamente unos 7000 afios (2). También




son muy interesantes algunos arbustos desérticos praductores de alquitran (Covillea mexicana )
que cuenta con unos diez mil afios de vida (2).

Mique! y cois. (1984) sefialan que la temperatura, el oxigeno y fos componentes de la
dieta ejercen una influencia sobre el envejecimiento de los metazoos. Loeb y Northrop (1917)
estudio a la mosca Drosophifa meianogaster y concluyé que la duracion de la vida de ésta es
inversamente proporcional a la temperatura ambiente. Dada ia importancia que tienen los
sistemas neuroendocrino e inmunoldgico en la regutacién de tados 1os procesos fisiologicos,
estos dos sistemas han sido foco de atencion para {os proponentes tedricos sobre el
envejecimiento. Denkla (1977) da el papel clave a una hormona pituitaria que aparece-en los
animales durante la pubertad bajo el estimulo de las hormonas tiroideas y cuya mision es
bloquear la respuesta de fos tejidos a estas hormonas, frenando asi el consumo de oxigeno,
pero Hayflick (1985) concluye que esta teoria carece de universadad, en primer lugar, no todos
los organismos que envejecen tiene compiejos sistemas neurcenddcrinos. En segundo lugar,
el déficit que ocurre en el sistema neuroenddcrino al envejecer puede ser el resultado de
alteraciones basicas que ocurren, por ejempio, en el genoma de todas las células viejas (1).

‘ Existen tres hipotesis basadas en las molecuias portadoras de informacion (ADN 'y
ARN). La primera formuiada por Medvedev(1972), en donde el considera que la informacion
transmitida en {os procesos de transcripcian y traducion def mensaje genético, desde et ADN al
ARN, a las enzimas y otras molécuias proteicas, podria estar sujeta a un numero
progresivamente mayor de emrores. Estos errores darian fugar a moléculas enzimaticas
defectuosas, y conducirian a un declive de la capacidad funcional de las células. La
acumulacién de errores en un sistema bioldgico puede evitarse en parte por {os conocidos
procesos de reparacién, pero los propios sisiemas de reparacidn no acttan a la perfeccion ni de
forma indefinida. Medvedev también ha propuesto la segunda hipétesis en donde dice que .
muchos de los genes de la molécula de ADN éstén repetidos en secuencias idénticas, por lo
que ef mensaje gené’(ico resulta aitamente redundante. Medvedev ha propuesto que ias
secuencias repetidas estarian normaimente reprimidas, pero cuando un gen activo fuera

dafado extensamente, seria reemplazado por un gen idéntico de reserva. La redundancia del



ADN podria, por lo tanto, proporcionar un mecanismo protector frente a la vulnerabilidad
intrinseca del sistema, causada por accidentes moleculares. Al final, sin embargo, todos los
genes repetidos serian utilizados, los errores se acumuiarian y las deficiencias fisioldgicas
determinantes del envejecimiento irian apareciendo. Esta hip6tesis permite hacer Ja prediccion
de que las especies de larga vida deben tener mas ADN redundante que las especies de vida
corta. La tercera hipotesis genética del envejecimiento propone que los cambios producidos
por la edad son simplemente una continuacion de ias sefiales genéticas normaies que reguian
el desarroilo de un animal desde el momento de la concepcion a la madurez sexual. Supone
incluso la existencia de genes de envejecimiento que frenarian o detendrian vias bioquimicas
de forma secuencial y conducirian a una expresion programada de los cambios propios del
envejecimiento ( 3).

Mique! y cols.(1983) han propuesto {a teoria de ia lesidn mitocondrial por radicales
libres. Debido a que la mitocondria posee un sistema genético semi-independiente sienta las
bases de los conceptos de que el genoma mitocondrial (ADNmt) desempefia un papel
importante en el envejecimiento celular. Si este genoma organelar sufre con el envejecimiento
mutaciones u otro tipo de alteraciones, el resuitado serd una pérdida progresiva de la
capacidad de regenerar la poblacion mitocondrial. Puesto que las mitocondrias de-las células
diferenciadas estan expuestas a un continuo ataque por los radicales libres generados por fa
reduccidn univalente del oxigeno, la pérdida de capacidad regeneradora debe Hevar a una
disminucion en el nimero de mitocondrias funcionales y, por lo tanto, a una depresién en fa
sintesis de Adenosin Trifosfato (ATP). Esto, a su vez, inducira la pérdida de funcion fisiologica,
que es el efecto mas aparente del envejecimiento (1).

Se sabe que la maduracidn dei ser humano esta acompariada de una serie de cambios
en la respuestas inmunolégicas desde la vida fetal hasta la senectud. De 0 a13 afios existe un
desarrollo de la respuesta inmune, de 14 a 60 afios una estabilizacion y finaimente de los 60
anos hasta la muerte natural, un decremento en las funciones inmunolégicas. Por otro iado se
sabe que el feto no es inmunoldgicamente incompetente, ya que todas las clases de

inmunogiobuiinas pueden ser sintetizadas desde la decimosegunda semana de la vida fetal, sin



embargo los tejidos no estan totaimente desarroflados, por lo tanto las funciones relacionadas
con fa proteccién no son dptimas en el feto ni tampoco en el neonato. Las respuestas
inespecificas por polimorfonucfeares (PMN) y las especificas por células T y B van madurando
durante los primeros seis meses de vida . El sistema inmune madura en los siguientes meses
y afios. En la etapa aduita se expresa una respuesta inmunolbgica mas completa (4).

El envejecimiento lleva consigo ia disminucién de la capacidad inmunitaria, lo que se
refleja en aumento de la frecuencia de enfermedades infecciosas, disminucién de la resistencia
a infecciones en fase cronica (tuberculosis, toxoplasmosis, etc) pérdida de la capacidad de
respuesta cutanea a los antigenos comunes, también se han encontrado failas en el sistema
de reconocimiento y en ef de regulacion, con pérdida de ia capacidad de respuesta frente a los
agentes extemos y aumento de los fenémenos autoinmunes, ademas se han detectado
aiteraciones en céluias progenitoras, timocitos y linfocitos T respondedores a
antigenos/mitégenos. Las fallas de los linfocitos T son especiaimente importantes, si se
considera que son los principales involucrados en la respuesta inmune celular (RIC). Tales
alteraciones son: expresion disminuida de algunos marcadores de superficie (IL-2R), bajos
nf\;éies de citocinas como ia IL-2, aumento de otras: IL-1, IL-6 y Factor de Necrosis Tumoral
(TNF), nivel de calcio i6nico disminuido, y cambios de ONA nuciear y mitocondria! (1).

Por otro lado sabemos que las céiulas T derivan de fa médula dsea y se diferencian en
el timo, entre sus funciones estan la ayuda a las células B para !a produccién de anticuerpos,
lisis de las células infectadas por virus, regulaciéon de los niveles de la respuesta inmune,
estimulacion y activacion citotoxica de otras 'ce'lulas efectoras incluyendo macrofagos. La
generacion de la respuesta inmune mediada por linfocitos T, involucra la interaccion de céjula-
célula y Ja produccion de complejos inmunes solubles, esta respuesta estd regulada por
marcadores de membrana, incluyendo el complejo TCR ( Receptor de ias “células T) y otras
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Los marcadores de superficie
se denominan CD (Cluster of differentiation), la nomenclatura también incluye élgunas
moléculas que pueden ser caracteristicas de diferentes lineas celulares (marcadores de linaje),

de diferentes estados de maduracién (marcadores de maduracion) y los que aparecen seguida



la activacion (marcadores de activacién), estos marcadores tienen la funcién de interactuar
eficientemente con otras células y otras moléculas para dar una funcién coestimulatoria
provocando la activacién, proliferacion y diferenciacion celular. Las células T y B se activan
con la unién de su antigeno especifico a través del complejo mayor de histocompatibilidad. Las
células B presentan inmunogiobufinas en su superficie que actan especificamente como
receptores antigénicos, en cambio los linfocitos T presentan el complejo TCR/CD3. Ef CD3 es
una subunidad estrechamente unida al TCR y media la transducccidn de las sefiales cuando
fas céiulas T se activan por la union dei antigeno con este complejo. In vitro los linfocitos
pueden ser estimulados atn en ausencia de antigenos por mitdgenos, fa mayoria de estos son
lectinas (carbohidratos ligados a proteinas) y se derivan de varias plantas y bacterias. La
fitohemaglutinina es un mitdgeno especifico para las céluias T y su uso in vitro ha demostrado
que al activar a las células T estas producen citocinas y expresan marcadores en su superficie
(5), algunos son escenciales en la progresion del ciclo celular como CD25 y CD71, el CD25
es el receptor a interleucina 2 (IL-2) y se expresa sobre células T activadas, la alta afinidad del
IL-2R se debe a una asociacion no covalente de dos subunidades: alfa (p55) y beta (p75), la
subunidad aifa contiene dos dominios CCP ( Proteina Controfadora dei Compiemento) que es
rica en carbohidratos (6), {a region extraceluiar de la subunidad beta consiste en un dominio de
receptor a la citocina y un dominio de fibronectina del tipo !l (7). La IL-2 también induce ia
activacion y profiferacion de fos timocitos, células naturat killer (NK), céiulas 8 y macréfagos
(8). Se sabe que fos niveles de IL-2 disminuyen con el envejecimiento, sin embargo fa iL-1,
iL-6 y TNF se incrementan a medida que ocurre este fenomeno ( 9 ).

Ei CD28 es una molécuia coestimulatoria y es un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (IgSF), se expresa como un homodimero unido por puentes disuifuro , esta
presente sobre las céilulas T en ambos subtipos CD4 y CD8 positivas, ademas en timocitos
medulares. El CD28 es figando natural det B7 (CDBb) el cual se expresa sobre las APC
(Células presentadoras de antigeno), esta sefial que se dd primeramente por la unién det
antigeno con et complejo TRC CD3 sugiere un papel muy importante para la interaccion entre

las APC y T (18,19), dando como resuitado ia activacion de los linfocitos. La union del CD28



con su liganda B7 genera un aumento en la proliferacion de las células T y-en la produccién
de citocinas especialmente IL-2 e iFN-v (8).

El CD71 no se expresa sobre linfocitos en reposo pero si en tinfocitos activados. Es una
giicoproteina de membrana dei tipo !, es un homodimero con puentes disulfuro que unen
cisteina con cisteina. Analisis de filtracién de geles sugieren que el dominio extraceiular del
receptor es una molécula asimétrica . El CD71 es el receptor a transferrina y une moléculas de
hiemo en el suero. Su expresién es muy alta en los linfocitos durante Ia respuesta a antigenos y
mitégenos . Los anticuerpos monoclonales para el CD71 bloquean ia profiferacion. E CD25 y el
CD71 tienen una gran importancia en ia activacion y proliferacion de los linfocitos T. fig 1. (8).
Existen otras moléculas que forman parte estructural de la membrana de los linfocitos :CD27,
CD56, y CD58 entre otros, el CD27 es un miembro de ia superfamilia def NGFR (Receptor
del Factor de Crecimiento Nervioso) y es rica en cisteina, esta proteina se encuentra sobre la
superficie de las célutas T como un homodimero unido por puentes disulfuro, es fosforilada
sobre residuos de serina e hiperfosforilada con fa activacién de tas células T. Su expresion

sobre las células T aumenta con el tratamiento de anticuerpos monoclanaies anti-CD3 y

" dismintye con estéres de forbol ( 8).

E! CD56 se expresa sobre todos fos linfocitos y es una isoforma de las moléculas de
adhesion en células neuronales (NCAM), el dominio extracelular de ias NCAM (10), consta de 5
dominios de IgSF y dos dominios det tipo il de fibronectna (11). Al microscopio ejectronico 1a
proteina purificada sugiere que estos dominios estan arreglados para formar una esfruciura
flexible que se proyecta sobre la superficie de las células (12). La molécula NCAM media la
adhesién celular homofitica y ha sido implicada en una gran variedad de interacciones celulares
durante ef desarrolio del sistema nervioso (10). Los anticuerpos monocionafes anti-CD56
bloguea la adhesion entre las NK y sus células blanco (8).

El CDS58 tienen una distribucién muy amplia, se encuentra en el tejido hematopoyético
y no hematopoyético incluyendo et endotelio ( 8 ). E! CD58 se expresa fuertemente sobre fos

macréfagos y esta presente sobre las células B con centro germinal, timocitos medulares y

tinfocitos T de memoria. La agdhesion cefular del CD58 es mediada por la unién de su dominio -



extracelular al extremo amino terminal def CD2 de fos finfocitos T (13). La union def CDS8 con
el CD2 aumenta fa activacion de las células T antigeno especificas (38), tiene un papel
importante en las sefiales de transduccién estimulando fa refacion de la iL-1 de las células

epiteliales del timo o de mononucleares (14).



Planteamiento del Problema




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que en la literatura existen pocos reportes y ademas controversiales respecto a la
expresién de los marcadores de superficie CD25,8027, CD28, CDS6, CD58 y CD71 asi como
1a proliferacion de linfacitos bajo estimulo mitogénico, en este trabajo decriptivo se estudiaron
los cambios de expresion de estos marcadores de superficie , asi como el |.E de linfocitos en

las diferentes edades de {a vida humana.
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Objetivos




OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios de expresiéon de los marcadores de membrana celular : CD25, CD27,

CD28, CD56, CD58 y CD71 en linfocitos en reposo y activados de individuos sanos de

diferentes edades.




OBJETIVOS PARTICULARES

a) Medir indice de estimulacion por incorporacion de 3H

b) Determinar el porcentaje de expresidén de marcadores de membrana CD25, CD27, CD28,
CDS6, CD58 y CD71 en linfocitos activados y en reposo con anticuerpos monocionales por
citometria de flujo.

c) Comparar los porcentajes de expresion de receptores entre los grupos de diferentes

edades.
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Metodologia




METODOLOGIA

SUJETOS DE ESTUDIO: Se estudiaron 101 sujetos sanos de diferentes edades, todos ellos

donadores voluntarios. Se formaron 7 grupos : Grupo 1 de recién nacidos (sangre det cordén
umbilical con consentimiento de la madre), grupo 2: 1-19 afios, grupo 3 : 20-29 afios, grupo
4: 30-39 aios. Grupo 5: 40-59 afios. Grypo 6: 60-79 afios. Grupo 7: 80 afios y mas. Este ditimo
grupo se apego al protocolo de investigacion gerontoidgica de SENIUR (15).

MEDICION DE MARCADORES. Mediante puncidn venosa se obtuvieron 8 mi de sangre

periférica con heparina de cada individuo. A partir de estas muestras se separaron ias céluias
mononucteares por la técnica de Boyiim (16), cuyo principio se basa en la diferencia de
gradientes de densidad y se realiza de fa siguiente manera:

ENSAYOQ DE LINFOPROLIFERACION

a) Lasanare se diluy6 1:2 en solucidn fisioldgica de Hank's.

b) En tubos conicos estériles se colocd ficoll - hypaque y la dilucion 1:2 sangre- Hank's ,
misma cantidad de ficoil hypaque y sangre- Hank’s .

c) La dilucion se centrifugé a 1300 rpm 20 minutos a T° ambiente.

d) Las células mononucleares se observaron en un anillo btanco en la interfase entre el plasma
y el ficoll.

e) Se colecté el anillo bianco . y se lavo con la solucion de Hank's 2 veces centrifugando a
1500 rpm por § minutos.

f) Se decanté la solucion fisiclogica, el botén que aparecié en el fondo del tubo se resuspendié
en 1 ml de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 5% de suero fetal de temnera
para hacer prueba de viabilidad y cuenta del total de linfocitos obtenidos.

g9) A 0.1 mlde las células resuspendidas en ei medio se le adiciond 0.1 mi de azul de tripano,
se colocd 1 gota en la cdmara de Neubauer y se observé al microscopio para el conteo de
linfocitos, los linfocitos viables son aquefios que no toman ef azul de tripano. Se contaron
los linfocitos de los 16 cuadritos, se multiplicé por 2 (dilucion del azul de tripana) el

resuitado se muitiplico por 1 (dilucion del medio de cuitivo) y por Gitimo se multiplicé por

11




10,000 ( factor establecido de ia camara de Neubauer), quedando céiuias/mi de medio de
cuitivo. LLas células se ajustaron de manera que quedaran 2x10S células x mi/pozo en cajas
de microcultivo de 96 pozos, las céiulas control en reposo se completan con medio de
cuitivo RPMI suplementado con 5% de suero fetal de temera, para estimular a )as células
se les adicion6 10 ug /mi de PHA ( en un volumén de 0.1 mi/pozo) .

n) Las células se incubaron a 37° C en una atmoésfera himeda con 5% de CO; y 95 % de

=

aire durante 48 horas. A las 48 horas se cosecharon las células formandose dos grupos: las
de reposo y las estimuladas con PHA .

i} Las células fueron colectadas, se lavaron con solucion fisiologica, se centrifugaron por 5
minuntos a 1500 rpm. y se resuspendieron en 6800 nul de solucion fisiologica para

determinar la expresion de marcadores .

DETERMINACION DE MARCADORES DE SUPERFICIE CELULAR C€D25,CD27, CD28 ,
CDS56, CD58 y CDT71.-
TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUJO
1) Tanto ias células en reposo como las estimuladas se colocaron en un volumén de 100 ul
en tubos especiales del citofluordmetro (1/ marcador ) se incubaron con 10 ul concentracidn
de 0.1 mg/mi de los anticuerpos monoclonales anti-CD25 , CD27, CD28, CD56, CD58 y
CD71 (Leinco Techonolfogies, inc. ) durante 30 minutos
2) A cada tubo se le adicioné 2.5 ml de solucion lisante 10X compuesta por :
NH.C! 8.02¢
NaHCOs; 0.84g
EDTA 37 g
Se aforé a 100 ml con agua destilada y se guardd en ei refrigerador a 4°C(41). Los
tubos se agitaron vigorosamente durante 10 minutos .
3) Las células se decantaron y se lavaron con 5 ml solucion buffer de fosfatos (PBS pH 7.2)
se centrifugaron por 5§ minutos a 1500 rpm, se tird el sobrenadante y el botén se resuspendio

en 0.5 mi de solucién fijadora de paraformaldehido al 2% (17).



4) Las células se feyeron en un citdmetro de flujo marca Culter (modeio EPICIV) y los

resuitados se expresaron como porcentajes de células* a los diferentes marcadores.

INCORPORACION DE 3H PARA ACTIVACION Y PROLIFERACION

1.

Siguiéndo Ia metodologia para obtener linfocitos se sembraron 2x 105/cels/ml en cajas

de microcuitivo de 96 pozos por triplicado bajo las dos condicione antes mencionadas.

1.1.  células reposo- + 100 ul de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 5%
de suero fetal de temera.

1.2.  células estimuladas con (10 ug/ml).

Las células se incubaron bajo las condiciones antes descritas , a las 48 horas se les

dé un pulso de timidina tritiada 3H (1 u Ci) / pozo.

24 horas después se colectaron las células con un cosechador automatico Nunc Cell

Harvester .

La timidina tritiada incorporada al ADN de los linfocitos T se midié en un contador de

centello de radiaciones § (MinaxiB- Tr- Carb 4000 series).

Los resultados se obtuvieron en cuentas por minuto {cpm). Y se reportaron en indice

de estimulacién (1.E) bajo la siguiente férmuia: (E.= cpm de las células

estimuladas/cpm de las células no estimuladas. Los LE. de estimulacion por amiba de

5 se toman como normales. La metodologia se resumen en el diagrama 1.

(cpm de células estimuladas)

(cpm de céilulas no estimuladas)
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DiIAGRAMA 1

Sujetos Sanos

Sangre Periferica

Ficoll

Células Monoclonales l

|

Medio PHA

37°C, 95% Aire, 5% CO,; 48 horas

Cosecha

Anticuerpos Monoclonales

1

Citometria de Flujo

{*H} Timidina

24 horas

Cosecha y Cuenta
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A CONTINUACION SE PRESENTAN LOS CUADROS CON LOS DATOS DE
LOS RESULTADOS DE LOS 101 SUJETOS SANQS.
LOS CUDROS SE PRESENTAN POR GRUPOS DE EBADES.
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RESULTADOS:

Los resultados muestran que el LE. bajo PHA en todos los grupos fue mayor a 5. Sin embargo, el
grupo de recién nacidos tuvé el 1.E. mids aito. Los promedios de I.E. bajo el estimulo de PHA se presenta en
la Tabla 1. Las diferencias estadisticas por medio de una T de grupos contra [.E. de recién nacidos, se
presenta en lag graficas 1-5.

TABLA 1.

Medio RPMI-1640 Bajo PHA

e MKsMedm:b“E’rFEFSMtandard';g?f XL R BRrtorStandard oy

i 4656 * 671

GR[W@DEEDAD‘W s

>80 afios 17424 117

LE. = Indice de Estimulacion.
PHA = Fitohemaglutinina.
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NIVELES DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA ENTRE LOS LE. DE 1.OS DIFERENTES GRUPOS.

Gréfica 3.
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NIVELES DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA ENTRE LOS L.E. DE LOS DIFERENTES GRUPOS.

Grafica 5.
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CD2s.

Los resuitados muestran que la expresion del CD25 se increment6 bajo ei estimulo de PHA en todos

los grupos. Tabla 2. Gréfica 6.

TABLA 2. Porcentaje de células positivas al receptor CD23.

p>0 133

La expresion del CD71 bajo estimulo de PHA aumenté en todos los grupos, excepto en ei de 1-19
aflos, donde se observé una disminucion de la expresion de este marcador bajo el estimulo mitogénico (Tabla

3. Grafica 7).

TABLA 3. Porcentaje de céluias que expresan el antigeno CD71.
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Las células de todos los grupos expresaron un alto porcentaje del antigeno CD27 en reposo,
: este porcentaje disminuyé cuando cuando las células se cultivaron en presencia de PHA (Tabla 4.
! Gréfica 8).

TABLA 4. Porcentaje de células que expresan CD27.

127 £2.1
e,
39.8 £2.5

e ke L

La expresion del marcador CD28 bajo el estimulo mitogénico, no presentd un patrén
homogéneo, ya que en algunos grupos se incrementd, mientras que en otros disminuy6, no
encontrandose diferencia significativa entre todos los grupos (Tabla 5. Grafica 9).

TABLA 5. Porcentaje de células positivas que expresan el marcador CD28.

720-2
G580
40
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% DE LINFOCITOS CD 27 + EN REPOSO Y BAJO ESTIMULO MITOGENICO
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% DE LINFOCITOS CD 28 + EN REPOSO Y ACTIVADOS

Grafica 9

' v

K CD 28 RECIEN NACIDOS

(=37 =
= \T\

|

s CELS. +CD28

PHA ! A PHA

CD 28 20-29 ANCS ; CD 28 30-3% ANCS

LN
¢ O

% CELS. +CD 28
s @

5% CELS. +CD 28
=S

i PHA

CD 283 40-53 ANOS : CD 28 §0-79 ANOS

e
WU D g QA
[ /‘

I t
t
t
i
s
i
|
}
i
i
¢
i
|
.
t
i
i

Y% CELS. +C0 28
% CELS. +CD 28

CD 23 MAYORES DE 80 ANOS

4 CELS. +CD 73
=)

y

PHA

0
-

24



En todos los grupos se enconird un alto porcentaje de expresion de la molécula CDS6, excepto en el
grupo de 40 - 59 afos (Tabla 6).

TABLA 6. Porcentaje de células en reposo que expresan la molécufa CD56.

zsbaﬁos ’ ' 345525

Al compararse todos los grupos entre si, por medio de una T de student, sélo el grupo de 1 - 19 arios
contra el grupo de 40 - 59 afios tuvo una diferencia estadistica de p < 0.03 (Graéfica 10).

Grafica 10.
Expresion de la molécufa CDS6
2
Q —
C g0 X=360%92
=3 50 4
5
g 404
2
2 304
2 -
= X=18.1+638
by 20 4
k|
= 10 4
~
o
S 0 ¥ —
= Grupo 1-19 Grupo 40-59
afos afios




El porcentaje de células en reposo que expresan la moiécula CDS8 fue alto en tedos los grupos
excepto en el de 40 - 59 afios (Tabla 7).

TABLA 7.

%%%%W

Reuen nacxdos

> 80 aiios

Al compararse todos los grupos entre si por medio de una T student, sélo el grupo de 1 ~ 19 afos
contra el grupo de 40 - 59 ajios tuvo una diferencia estadistica de p < 0.04 (Grifica 11).

Gréfica 1 1.
Expresion de [a moiécula CD58
3
3] X~39.1240
= 60 4
>
£
g- 50 4
2 .
2. 404
9
g 30 4
2
= 20 —
s 0 X=118224
2
= 10 4
S
2
3 0 : -
> Grupo 1-19 Grupo 40-359
arios affos

28



Discusiéon y Conclusiones




’mscus:ou

Nuestros resuitados demuestran que todos los grupos tuvieron un L.E > 5, el grupo de recién
nacidos mostro el I.E mads aito ( L.E = 17). Al comparar los |.E de los demas grupos contra el
de recién nacidos hubo diferencias significativas, excepto con el grupo de 60-79 afios (Tabia
1. Graficas 1-5).

Los linfocitos de recién nacidos presentan una alta capacidad de proliferacion |,
probablemente porque se esta lievando a cabo el reconocimiento de antigenos para que se
establezcan las células T de memoria. Nosotras esperabamos que los sujetos de edades
mayores tuvieron |.E por abajo de 5, sin embargo el grupo de 60-79 afios tuvo un LE= 13 yel
grupo de 80 afios y mayores su {.E=9.

Song.L y Pawelec, reportan que existe una relacién inversa entre la edad def individuo
y la capacidad de proliferacion de sus linfocitos T (18,19). Por otro lado De Greef sefiala gue la
disminucion de esta capacidad se debe al efecto de medicamentos o enfermedades y no al
procese propio de envejecimiento (20). Los sujetos de nuestro trabajo eran sanos y los de
edades avanzadas entraban en los criterios del protocalo de SENIUR, por lo tanto tuvieron una
buena capacidad de proliferacion, seria interesante observar proliferacion de células T de
individuos enfermos con patologias asodiadas al envejecimiento e individuos bajo tratamientos
de medicamentos, probablemente estos factores estén aiterando el sistema genético de los
linfocitos T.

Bl CD25 es un marcador de activacion de linfocitos T, 6 receptor a 1L-2.

Nuestros resuitados demuestran que fa cinética de expresion de esta molécula de
superficie bajo el estimulo mitogénico aumentd de manera similar en todos los grupos, pero
estadisticamente sélo et grupo de recién nacidos y el grupo de 20-29 afios presentaron
diferencias significativas. (Tabla 2. Grafica 2).

Song. L. y cols. reportaron en 1993, que los sujetos de edades avanzadas presentan un

déficit en ia expresion det IL-2R, por lo tanto una incapacidad de proliferacion de sus células T




(18). Tomando en cuenta los antecedentes de este autor, nosotros esperabamos que los
grupos de individuos jévenes {uvieran una mejor expresién del marcador CD25, bajo el
estimulo de PHA, sin embargo nosotros encontramos que Ja2 expresiéon del marcador CD25 no
aument significativamente en el grupo de 1-19 afios, nosotros pensamos que posiblemente la
n fué muy pequefia, para confirmar esto necesitariamos aumentar la muestra, y ademas medir
IL-2 en los sobrenadantes de los cultivos de linfocitos de estos sujetos. En caso de que
nuestros resultados se repitieran, si podriamos afirmar que aunque sean sujetos sanos , en esta
etapa de Ja vida existe una baja expresion del IL-2R, cuando los linfocitos son estimualdos bajo
PHA, tal vez este sea un proceso normal, ya que posiblemente entran en defensa otras rutas
(inmunidad humoral y respuesta celular mediada por macréfagos )

£1 CD71 es el receptor a transferrina (RTf) que se expresa sobre linfocitos T en la fase
G bajo un estimulo mitogénico, este receptor al unirse con su ligando provoca que el
linfocito entre a la fase S, y por consiguiente prolifere.

Nuestros resultados indican que la expresién del marcador CD71 bajo ef estimuio de
PHA, aument6 significativamente séio en el grupo de recién nacidos y ei de 20-29 afios. (tabla
3). Cabria esperar que el grupo de 1-19 afios también aumentara, sin embargo no hubo una
diferencia estadistica. Es interesante observar que la expresion del CD25 y el CD71 no fué la
que se esperanba en base a los resultados que se obtuvieron def grupo de recién nacidos y el
de 20-29 afios, ei grupo de 1-19 aftos tuvo una baja capacidad de proliferacion ( 1.E= 6.7). Sin .
embargo nuestros resuitados no son concluyentes ya que como mencionamos anteriormente {a
n de este grupo fué muy pequefia, en estudios posteriores ampliariamos la n. Dependiendo de
nuestros resultados podriamos pensar en varios puntos: Si la expresion del IL-2R aumenta
significativamente bajo el estimulo mitogénico , pero sin embargo no se libera la iL-2 en
cantidades adecuadas, no serd suficiente para unirse al receptor, esto a su vez provocara una
baja expresion del RTf. En caso de no exsitir una falla en la unién de IL-2 a su receptor,
posiblemente el RTT si se exprese adecuadamente, pero si las moléculas de transfemrina no se
unen a su ligando, esto provocara una baja capacidad proliferativa. Por otro lado se tienen

reportes a cerca de la expresion del receptror a transferrina y enfermedades asociadas al
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envejecimiento., Morris sefala que los enfermos de Alzhemeyers presentan una expresion
disminuida det marcador CD71 (21), y los enfermos de Parkinson presentan ajtos niveles de
esta molécula (22 ), como se menciond anteriormente todos 0s sujetos de nuestro trabajo eran
sanos, y no tuvieron ningun aumento o decremento significativo en la expresién del marcador
CO71.

Ef CD28 es una molécula coestirﬁulaton’a indispensable para la activacion de los
linfocitos T, via TCR/CD3. Nuestros resultados indican que fa expresion del Ag. CD28 bajo el
estimulo mitogénica, no se modificd significativamente en la mayoria de los grupos. En el
grupo de 20-29 afios ia expresion del Ag. CD28 tuvo una diferencia estadistica de (P< 0.08)
cuando los linfocitos se incubaron bajo PHA, como hemos visto en este trabajo,et grupo ha
tenido una buena expresion def CD25, CD71 y por lo tanto buena capacidad de proiiferacion
de linfocitos T . Estos resuitados nos llevan a pensar en que probablemente en esta etapa de
la vida humana existe una respuesta inmune celular mas equiiibrada . Sin embargo el grupo de
30-39 aflos presentd una expresion disminuida de la molécula coestimulatona CD28 bajo
fitohemaglutinina (P< 0.08) cabe destacar que los linfocitos de este grupo cuando se incubaron
s6ip con e} medio de cultivo presentaron un aito porcentaje det CD28 en la superficie celular,
probablemente esto se deba a la funcidn de reguiacion negativa que se le ha atribuido a esta
misma molécula. Nuestros resultados demuestran que no existe una diferencia significativa en

‘ la expresi6n del CD28 en células en reposo y activadas en los grupos de edad avanzada.
Nuestros datos entran en controversia con {0 reportado por Boucher, que sefala que la
expresion dei marcador CD28 disminuye con e envejecimiento, ademas Pawelec y Tibingen
proponen que este antigeno puede ser un biomarcador de ia inmunosenescencia (19).

Nuevamente nosotros pensamos que nuestros sujetos de edades avanzadas no
presentaron esta baja expresion debido a que eran sanos.

Independientemente de la edad, la expresion del marcador CD27 tuvo un atto
porcentaje en células en reposo y su expresion no se modificd significativamente bajo el
estimulo mitogénico. En cuanto al marcador CD27 A R. Rosenkranz sefiala que la activacion

de linfocitos T, promueve la regulacion de la expresién de este antigeno y posteriormente se
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desprende de la membrana celular (23), otros autores han encontrado esta molécula en forma
soluble en sobrenadantes de linfocitos activados y fluidos biologicos de sujetos sanos (sCD27)
(24). Seria interesante medir el sCD27 en sobrenadantes de cultivos de estos sujetos sanos,
principalmente en el grupo de 1-19 afios ya que presentaron un afto porcentaje de expresion de
este marcador en células en reposo en comparacion con otros grupos (tabia 5). Si se llegara a
encontrar que no existe esta molécula SCD27 en {os sobrenadantes de los cuitivos de linfocitos
de estos sujetos nosotros podriamos pensar que este marcador estad ejerciendo una funcion
negativa en la capacidad de proliferacion de los linfocitos T. A este marcador se le considera
como un marcador de activacion de células T in vivo porgue se ha visto que los niveles de
sCD27 incrementan en pacientes que sufren de enfermedades inmunopatoldgicas (23).

£f grupo de Lewis L. Lanier ha demostrado que et antigeno CD56 es una molécuia de
adhesion de células neuronales (N-CAM) este marcador se expresa predominantemente sobre
celulas NK y finfocitos T CDS56* que tienen una funcidn citotdxica contra ciertas celulas
tumorales, esta citotoxicidad mediada por celulas es independiente de ias moléculas de! MHC
(11).

Por otro lado la literatura sefala que la mayor incidencia de tumores se presenta
aproximadamente hacia los 80 aflos (25). En nuestros resultados nosotros pudimos observar
que al comparar estadisticamente ef porcentaje de células en reposo que expresan la molécula
CD56 en los diferentes grupos, sélo se encontrd una diferencia estadistica entre el grupo de 1-
19 afios (x= 56 £ 9.2) y el grupo de 40-59 afios (x= 18.1 £ 6.8) con una p< 0.03.

Estos resuitados nos llevan a pensar que probablemente esta baja expresion de la
molécula CD56 sobre las celulas T en reposo, declinen la funcidn citotoxica de estos linfocitos,
y por o tanto, se propicie el desamollo de tumaores, cabe destacar que en base a esto, nosotros
esperariamos que los grupos de edades mas avanzadas tuvieran una menor expresion de fa
maotécula CD56, pero si partimos de que nuestros sujetos eran sanos, en elios se expresa
normalmente la motécula CD56. Seria interesante observar en un estudio prospectivo si estos

individuos de 40-59 afos con baja expresién de este marcador llegaran a desarroliar tumores.



La unién del CD58/CD2 es necesaria para la activacion y protiferacion de las céiutas T,
en la respuesta al antigeno y funcién cooperadora con las células 8. Por otro lado se ha
asaciado la ausencia o disminucion de estas moléculas con la presencia de ciertos tumores
{13). Los resuitados que nosotros obtuvimos de ta comparécién estadistica del porcentaje de
celulas en reposo que expresan la molécula CDS8, tuvo un comportamiento similar al
marcador CD56. Solo existio una diferencia significativa entre el grupo de 1-19 y 40-59 aitos
{p< 0.04). igualmente seria muy interesante observar si estos individuos llegaran a desarrollar
tumores.

Nosotros pensamos que los sujetos de edades avanzadas de nuestro trabajo han
ltegado a esta edad porque de aiguna manera han tenido un equilibrio en todos sus sistemas y

el sistema inminol6gico no ha sido la excepcion.
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CONCLUSIONES

1. - Todos los grupos de estudio presentaron una capacidad proliferativa con {.E mayor a 5.

2. - Nuestros resultados demostraron que solo se encontraron diferencias estadisticas de los
I.E cuando se compard a los grupos contra el grupo de recién nacidos, excepto con el grupo
de 60-79 afos.

3. - La expresion del CD25 y el receptor a transferrina (CD71) bajo ef estimulo de PHA,
aumentd significativamente solo en el grupo de recién nacidos y en el grupo de 20-29 afios.

4. - Nuestros resultados no son concluyentes en cuanto a la expresién de los marcadores
CD25 y CD71, en el grupo de 1-19 afios, va gque la n fué muy pequefia,

5. - La expresion de la molécuia coestimufatoria CD28, no se modificé bajo ei estimulo
mitogénico, de una manera homogénea, ya que en el grupo de 20-29 afios aumentd
significativamente, mientras que en el de 30 39 afos disminuy6.

6. - La expresion del marcador CD27, no presenté ninguna diferencia estadistica, cuando los
linfocitos fueron incubados bajo el estimulo de PHA.

7. - Al compararse fa expresion de ias motécuias de adhesién CD56 y CD58 sobre los linfocitos
en reposo, de los diferentes grupos de edades. sélo se encontraron diférencias estadisticas
entre ef grupo de 1-19 afios y el grupo de 40-59 afos.

8. - Nosotros. concluimos en este trabsjo, que aparentemente no existe ninguna correfacion
enire la expresion de los marcadores CD25, CD71, CD28, CD27, CD56 y CD58 sobre la

superficie celular de linfocitos, y la edad de individuos sanos.
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