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ABREVIATURAS

ADC: convertidor analdgico digital

ADN: &cido desoxirribonucleico

APC: célula presentadora de antigeno

ARN: &cido ribonucleico

ATP: adenosina trifosfato

BAK: del inglés “Bcl-2 homologous antagonist/Killer
BCL-2: del inglés “B-cell Leukemia-Lymphoma 2”
BCR: receptor de la célula B

BH: dominio de domologia

CD: “cluster” de diferenciacion

CMF: citometria de Flujo

COL: colaboradores

CXC: guimiocina

CXCRS5: receptor 5 de la quimiocina

DD: dominio de muerte

DED: dominio efector de muerte

DN: doble negativo

FADD: Proteina con dominio de muerte asociada a FAS
FC: fluorocromo

FS: dispersion frontal

IL: interleucina

IGF: factor de crecimiento insulirde

IGH: inmunoglobuliuna pesada

IMC: inmunidad antigeno-especifica mediada porlaélu



IP: yoduro de propidio

KGF: factor de crecimiento de los queratinocitos
LIE: linfocitos intraepiteliales

LT: linfocito T

LTc: linfocitos T citotoxicos

LTh: linfocitos T colaboradores

MCIA: muerte celular inducida por activacion
MCL-1: gen de la leucemia mieloide-1

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
PMT: fotomultiplicadores

PS: fosfatidil serina

SS: dispersion lateral

TCR: receptor de célula T

TGF: factor de crecimiento tumoral

TNFR: receptor del factor de crecimiento de nesrtwgnoral

ORF: pauta abierta de lectura
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El control del Sistema Inmunitario permite distiimda propio de lo
extrafio y obrar en consecuencia, actuando mediargegran variedad de
células y tejidos. Su hito principal es reconospeeificamente los elementos
extrafios que pueden penetrar o0 surgir en el omaniscomo

microorganismos o células cancerosas.

La inmunidad adaptativa confiere a los mamiferoggs vertebrados
mandibulados de células T (derivadas del timo)(g&ivados de la médula
0sea) capaces de generar un complejo conjuntocdetoges de antigenos
clonotipicos de una variedad inmensa a travésatderamientos somaticos
de los segmentos génicos variables (1) correspatediea los genes IgH y
TCR. Una diferenciacion controlada en el espacienyel tiempo y los
procesos de seleccion celular positiva y negatasa ldgar a dos estirpes
celulares complementarias del Sistema Inmunitasapaces de ofrecer,
mediante una actuacion conjunta y sincronizadandepuoteccion perfecta,
especifica, de alta sensibilidad y permitiendo,n&e presentar memoria

celular a largo plazo.

Los linfocitos T (LT) pueden regular las funciordsslas células B,
las propias células T y algunos otros tipos cebglgrarticipantes del Sistema
Inmunitario. Actian ayudando a la produccion décaetpos generados por
parte de los linfocitos B (2,3) y son las célulag ¢qan a llevar a cabo la
inmunidad antigeno-especifica mediada por célM&}l La IMC va a jugar

un papel indispensable en la destruccion de célnlestadas por patégenos



que se replican intracelularmente, asi como aquekdulas que presentan
cambios que les permitan escapar a los contrajeaterios, como las células
cancerigenas. La IMC también es responsable dddengedad injerto contra
huésped tras un trasplante, de las reaccionesnautoitarias y de las
reacciones alérgicas de tipo IV a farmacos, asiocdm la dermatitis de

contacto.

Los TCR aparecen, Unicamente, como complejos médiims
asociados a la membrana de las células, no sedostide forma soluble. Son
capaces de reconocer péptidos procesados y gltedpas sintetizadas por los
genes del complejo mayor de histocompatibilidad iHexpresadas en la

superficie de las células presentadoras de ant{@gd© o células accesorias).

Aungue la organizacién estructural de los genesMidC es algo
diferente para las distintas especies, en la magerellas, podemos encontrar

tres grandes zonas, que determinan tres tipos txuhas:

1. Genes de clase | (MHC-I): Estan presentes en larfage las
células nucleadas, y determinan glicoproteinasaefabmana que
se utilizan para presentar antigenos peptidicagldéas propias

alteradas a los LT citotdxicos (Tc).

2. Genes de clase Il (MHC-II): S6lo se encuentran an APC
(macrofagos, células dendriticas, linfocitos B) etedminan
glicoproteinas de membrana que sirven para presamigenos

peptidicos a LT helper (Th).

3. Genes de clase Il (MHC-III): determinan proteinglacionadas

con el Sistema Inmunitario, como proteinas del dempnto o



del factor de necrosis tumoral (TNF), asi comosoprateinas no

relacionadas con la respuesta inmunitaria.

El LT es la célula principal en la respuesta inrtara adaptativa. En
la sangre periférica de los humanos, podemos emecalits subpoblaciones
de LT que se diferencian en la glicoproteina deesigie celular encargada
de reconocer antigenos (receptor de antigeno déasél o TCR): una
mayoria de LT que expresan el receptpro TCR2 (LTaf), que reconocen
péptidos antigénicos unidos al MHC en la membramauth APC y una
minoria que expresa el TGR o TCR1 (L), con mayor variedad desde el
punto de vista del reconocimiento antigénico, denfoque puede unirse a
glicoproteinas y fosfoantigenos sin procesar dddsale patdégenos o bien a

moléculas MHC no clasicas (4-6) (Fig. 1.1).



Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

Region Variable (V)

2A
Region Constante (C) .-.‘\““
I\

TCR-y3 110° TCR-ap 147°

Fig. 1.1. Imagen comparativa de la estmactiel TCRef} y el TCR3.(7).

1.1.1 Organizacion genética de los TCR

Las cadenas peptidicas del TGR,0v9, estdn formadas por dimeros
unidos covalentemente por puentes disulfuro, y sesponsables del
reconocimiento antigénico. Las regiones variableslas cadenas de los
receptores de antigeno vienen determinadas padntdstcombinaciones
génicas de los segmentos V (variable), D (divedjida J (joining) que
componen cada uno de los genes que las codific@Ro[TTCR3, TCRy,
TCR9Y), y se encuentran organizadas en diferentes dosnestructurales,
siendo el dominio extracelular el responsable dspeecificidad del TCR (7).

Los segmentos génicos V, D y J se encuentran eadames 5’ de cada gen
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con una distribucion de segmentos muy conservagamtras que los exones

qgue dan lugar a las regiones constantes se enanemtias regiones 3'.

La cadena alfa contiene trelsistersde genes, ¥, Jo y Ca, formados
por 49 genes, (7 de los cuales son pseudogenes). Un fragmehiocliss
dentro de la region & confirma la existencia de un precursor comun para
ambas poblaciones linfocitarias. 61 genes compdtmeagion 4, con tres
pseudogenes y 8 genes no utilizados, aunque centituencias ORF (pauta
abierta de lectura). Por ultimo, s6lo hay un getaeagion conservadao(s8).
Fig. 1.2

1 alpha

C alpha

- B A A A o A A

Fig. 1.2. Configuracion genética del TCR alfaafitado a partir de Leiden JM (9).

La cadena TCR beta estéa codificada por cuatro segsief, J3, CB
y DB (10). Hay aproximadamente 75 genes en el segnvdhtdos genes de
diversidad B, 6 B1 y 7 P2 y dos genes [C La fig. 1.3 muestra la

organizacion de los genps

Ibeta 1 Jbeta 2

!—k—\ !—‘—\
= HHHHH A A HHHHH H

Fig. 1.3. Configuracion genética delRTbBeta. Adaptado de: Leiden JM (9).




Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

La region TCR gamma, al igual que la TCR alfa estimpuesto por
tres segmentos de reordenamientp; Y, Cy. Hay 6 genes ¥funcionales, 5
pseudogenes y tres genes con ORF que no se utikzzmente hay tres
genesyy dos genes(11) (fig. 1.4).

Cgamma 1 Cgamma 2

V gamma Jgamma 1

Mﬂﬂw{&ﬂﬂﬂ%

3 4 5 56 7 8 A 9 10 B 11 PL P 1 C1 P2 2 C2

Fig. 1.4. Configuracion genética del TCR gamAwaptado de: Leiden JM (9).

J gamma 2

Por ultimo, al igual que las cadenas beta, lasradeelta estan
formadas por cuatro segmentos de gendsX/Cd y DS. Hay un gen ¥ que
incluye una region variable alfa. A continuacioc@mramos tres& 4 by

un solo que gen en el dominio conservadd12) (fig. 1.5).

Jdelta 1delta
V delta Ddeltal Ddelta3 4 3 E W delta 3

— ] | |
o G DDA et

D delta 2 Jdelta 1delta C delta
1 2

Fig. 1.5. Configuracién genética del T@#ta (13).
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Los reordenamientos clonales que se producenleatsegmentos V,
J y D, junto a las hipermutaciones sométicas dedan hipervariable del
segmento V durante su ontogenia, permiten un reomiento casi infinito
de antigenos (14). Estas cadenas variables estéradeas a unas cadenas
invariables responsables de la transduccion deefges intracelulares tras el
reconocimiento antigénico. Estas, son miembros &nhilia CD3, formando

homodimeros (fig. 1.6).

TCRc 0 TCRy ' TCRB 0 TCRd
CD3ye CD3ye
XYY “ H o & @ ADDDODO DO

CD3tt
Fig. 1.6. Estructura del complejo TCR/CD3 (15)

La existencia de este mecanismo de generacionsdiidtintos TCR

y BCR en linfocitos es la base de la inmunidad e&$ipa o adaptativa.

1.1.2 Origen de los LTaB y LTy®

La diferenciacion de los LaB y LTyé se diferencia desde los estadios
tempranos del desarrollo en el timo. Tanto losf.€omo los LT derivan

de un mismo precursor comun que procede de laslasélmadre




hematopoyéticas que se encuentran en la médula@seal higado fetal. La
llegada de este precursor a la corteza del timggrdmdena una sefializacion
mediada por receptores de tipo Notch, inicianddifierenciacion de los LT
(16). En el primer estadio de maduracion, las asliilno tienen expresion en
su membrana de los receptores CD4 y CD8 (estadiocio como doble
negativo, DN). Las siguientes etapas de madurad&®rDN1 a DN4 se
clasificaran en funcién de la expresion en supertie los receptores CD44 y
CD25: DN1 (CD25-CD44+), DN2 (CD25+CD44+), DN3 (CDZ5D44-) y
DN4 (CD25-CD44-) (17,18).

Los timocitos DN1 son las células que acaban deama timo desde
la médula ésea vy, por tanto, portan los reordenanseDH-JH del gen IGH
gue ocurrieron anteriormente. Durante los estddN2 y DN3 se producen
los reordenamiento de los gerfesy y 6, permitiendo la formacion de las
cadenas TCR funcionales que dan lugar, en la fias¢ de DN3 a dos
programas de desarrollo diferenciados que permitaégeneracion de dos
subgrupos de LT con caracteristicas y funcionesraticiadas: un Lyd
maduro y un linfocito pre-TCR portador de la cadfn@d9). El pre-TCR
consiste en una cadena T[ER una cadena invariable denominada pae-T

asociadas a los dimeros de las cadenas invariablag0).

Aquellas células incapaces de expresar una cgjermé funcional

seran desechadas.

La sefalizacion pre-TCR en DN3 desencadena unara@do de
timocitos dobles negativos a timocitos dobles pasit(CD4+CD8+). Ya en
el estadio DN4 se detecta reordenamiento de laneadgermitiendo la

formacion de &p CD4 o Top CD8 que migran fuera del timo como dff
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maduros, que serén clasificados como LT helpef (CD4) o linfocitos
citotoxicos (Tap CD8) (21) (fig. 1.7).

Reordenamientos Reordenamietos

Terb, Terg y Terd Tera
DP
DN1 ~ ‘ CD4

DN2 DN3 DN4
O"O _’O _’O > Células
NV

Taop
@ Sefalizacion A
pre-TCR
Células ‘ o80
Tyd

Reordenamientos
DH“JH

)

Fig. 1.7 Maduracion de los LT. Adaptado de Albertr¢a-Mariscal (22)

1.1.3 Distribucién anatomica

Los LTap son mas frecuentes en sangre periférica (90-9684a) y
nédulos linfoides. Sin embargo, los 4T constituyen so6lo una pequefia
proporcion (1-5%) de los linfocitos circulantes iy s 6rganos linfoides
secundarios, encontrandose fundamentalmente epiteios, donde pueden
constituir hasta el 50% de los linfocitos intraelities (LIE) en la mucosa
(10-20% en el epitelio genitourinario, 40-50% emétstinal y hasta el 60%
de las células T en la dermis) (23-25).




Todos los LT en sangre periférica llevan en su superficie aelok
complejos receptores CD2 y CD3 y los antigenosuderficie CD5 y CD28.
Los antigenos de superficie CD4 y CD8, asi conamuaihas o quimioquinas
sirven para diferenciar las diferentes poblaciduasionales, que difieren en
como interactian con las proteinas del MHC. Unalaéhadura normal,
expresa una de estas moléculas, pero nunca ambasitigeno CD8 es
requerido para la interaccion de la célula T camialéculas expresadas por
los genes del MHC clase |, mientras que el antigddé es necesario para la

interaccion con células que expresan moléculadtil clase Il

El CD4 es una glicoproteina transmembrana de 55 &ddlificada
por un gen situado en el cromosoma 12. Es mienta superfamilia de las
inmunoglobulinas y presenta cuatro dominios extuaees similares al de

las inmunoglobulinas.

El antigeno de superficie CD8 se compone de dopédmtidos
designados alfa y beta. Ambas cadenas tienen ennpelecular de 32 KDa
y estén codificadas por genes situados en el caam®®. La mayoria de las
ocasiones, el antigeno CD8 esti4 formado por urnrdwdteero entre las
cadenas alfa y beta, aunque también podemos eactisimodimeros alfa-
alfa. Ambas formas son funcionales, aunque difiesansu papel en el

desarrollo del LT.

Existen dos clases principales de LT: los LT cotatlores (LTh, del

inglés helper) y los LT citotoxicos (LTc). Los LHumentan la respuesta de

10



otras células inmunitarias, como los linfocitosug gproducen los anticuerpos.
Por su parte, los LTc se encargan de destruiraginfectadas, y debido a
gue, a diferencia de los LTh, participan directaimesn la defensa contra
infecciones, los LTc reciben el nombre de célulesteras. Los LTh se
dividen en dos categorias generales, Thl y Th2nidaé por el tipo de
citosinas que secretan (26,27). Las citosinasqodaities producidas durante
una respuesta inmune determinan otras células esatlutadas. Aunque
existen excepciones, la separacion de las funcidedss LTh y LTc viene

dada por el origen de los antigenos que reconocen.

Los LTyé pueden clasificarse en dos poblaciones princigagén la
expresion del TCR: ¥1 y V82 (también conocidos comoy9Vé2 por ser su
fenotipo predominante). Los& predominan en la piel, el intestino y el
aparato genitourinario, mientras que losy9Vé2, son las células

predominantes en sangre periférica (28).

La mayoria de los Ly periféricos son dobles negativos para CD4 y
CD8 (CD4-CD8-); sin embargo, los kd intestinales (LIEiyd) expresan con
frecuencia CD8 (50 % de LIE{S), siendo comun la expresion del

homodimero CD&u, un marcador de diferenciacidén extratimica (29).

Un porcentaje variable de k3 periféricos expresan CD28

(coestimulador de los LoB) (30), CD40L (lo que implica su capacidad para

11



interaccionar con linfocitos B) (31) o receptores aklulas NK como el
NKG2D (que es un mediador de actividad citoliti&2).

12

Funciones especificas de losyld1(fig.1.8):

- Capacidad de respuesta rapida contra agentes faicosben la
primera linea de defensa mediante el reconocimiato
fosfoantigenos, lipidos y proteinas no procesadasepMHC
(33,34).

- Accion citotoxica directa ante células infectadasumorales
mediante la secrecibn de perforinas y granzima B) (3
independiente de anticuerpos (36). Incluso puegmorozar y

fagocitar directamente células infectadas (37).

- Secrecion de citosinas proinflamatorias, sobre tdddl,
fundamentales para el control de virus y bacténtacelulares
(como el IFNy, el TNF+), o bacterias extracelulares y hongos
(como la IL-17) (38,39).

- Activacion de la respuesta inmune a nivel locahmwiendo la
maduracion de las células dendriticas y la respuesiti-
infecciosa de los macrofagos y las células NK (40,4
aumentando la capacidad de resistencia a la invdsitas células

epiteliales (42).

- Estimulacion y regulacion de la inmunidad innatas LLTyd
pueden regular a otras células implicadas en [puessa

inmunitaria innata mediante la produccion de ciiogs



inmunosupresoras como el T@F-o la IL-10 (43). Ademas
pueden migrar a los 6rganos linfoides secundaramgaborar con
los linfocitos B en la produccién de anticuerposdiaete la
produccion de CXCR5 (CXC chemokine receptor 5) 484,
regular la actividad de los p (46) (de hecho los ratones
deficientes en L3, presentan una respuesta exagerada dg)LT

o eliminar LT reguladores (47).

Presentacion de antigenos. Log/& pueden procesar y presentar
antigenos de patégenos (células infectadas, \aro#jas células

inmunitarias, como los Ldp (48,49).

Regeneracion epitelial y curacion de heridas, estindo la
produccion de hialuronico por las células epitefalque se
deposita en la matriz extracelular y atrae a losionibos y
macréfagos) (50) o mediante la produccion de fastode
crecimiento epitelial -como el insulin-like growfidctor (IGF-1),
o0 el keratinocyte growth factor 1y 2 (KGF-1, KGJ(31).
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Apoptosis linfocitaria segin receptor TCi-y TCR-v3 en sujetos sanos

v A
. Loy
- \ C
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iiectod 7'/ \l HH

3 T ™

Dendritic cell maturation ’h

Fig. 1.8. Esquema de las funciones especificasgeTyd (52).
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INTRODUCCION

Las caracteristicas principales de losipTy LTyd se resumen en la

siguiente tabla:

Frecuencia en SP

MHC

Expresién CD4/CD8

Reconocimiento antigénico

Variabilidad en
repertorio TCR V

Diversidad TCR

Funcién

el

Aprox. 75%

CD4+: MHC clase I

CD8+: MHC clase |

~60%
CD8+

CD4+ [ =30%

<1% DP / <1% DN

Péptidos procesados

Alta

Muy diverso

Inmunidad adaptativa

<10%

No MHC

>70% DN /
CD4+=30% CD8+

<1%

Péptidos no procesados /

no péptidos

Moderada

Relativamente
restringido a pesar de su
alto potencial de

variabilidad

Regulacion de la
inmunidad,
supervivencia y

homeostasis.
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Al igual que otros 6érganos y sistemas, el Sistenmauhitario es
susceptible a los cambios relacionados con la éffagdeneral, resulta en una
competencia inmune deteriorada y un cambio ent@sjauesta inmunitaria y
el ataque de los patdgenos (53-55). El procesardaniosenescencia tiene
consecuencias dramaticas para el individuo: infeas de repeticion,
imposibilidad para responder a las vacunas (58gydisminucion para luchar
contra enfermedades como el cancer. El avance ddada es un factor de
riesgo para la autoinmunidad. Los cambios que eourdurante la
inmunosenescencia en el compartimento celular T amicularmente
importantes con una progresiva linfopenia T a expsile los LT CD4+y LT
CD8+ (57,58).

El acervo de células T se ve alterado por los casniviorfol6gicos
del timo. La involucién del timo es un proceso ctejp que permite la
reestructuracién de la glandula, permaneciendo gdal itamafio en el
transcurso de la vida, pero con alteraciones ecosposicion. El epitelio
timico (lugar de generacion de nuevos LT) involneioapidamente, mientras
el espacio timico perivascular, colmado de LT masiucrece en la infancia,
adolescencia y en la etapa adulta temprana. Rwsberte el espacio
perivascular es reemplazado por tejido adiposoalgera que a los 60 afios
el espacio del epitelio timico es minimo (59). kaduccién de hormonas
timicas, como timulina, continla durante toda ldayiaunque sus niveles

plasmaticos se encuentren disminuidos. Aun masas#emostrado que los
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individuos afiosos pueden generar LT funcionaleseyeditimo podria ayudar

a la diferenciacién de LT virgenes (59,60).

Se podria pensar que a causa de la involucionaitaimprana en el
transcurso de la vida (a partir del primer afioida)y la diferenciacion de los
LT se afectaria con la edad, pero no es asi. 8erhastrado en humanos que
el reemplazo de parénquima timico por tejido adipusse produce mas alla
de los 50 afios, es decir, después de los 50 afiimsoetontiene menos del
20% de tejido timico original y la cantidad dedejno adiposo en el timo no

disminuye después de los 30 a 35 afios (59,60).

Se han descrito cambios importantes tanto a nivelidnal como en
el fenotipo de los LT asociados al envejecimier@b,§2). Los primeros
estudios describieron la disminucién sustancialleerproporcién de LT
virgenes, con un aumento en la poblacion de LTeania, asi como la falta
de respuesta de esta Ultima subpoblacion. Unosderilocipales hallazgos es
la disminucion importante de los LT CD4+ productorde IL-2 y la
disminucion en la expresion del receptor de la (CP25). También se han
descrito disminucién de las sefiales de transducgidiisminucion de la
respuesta proliferativa del LT independiente daylada de coestimulacién
(61). Los mecanismos por los cuales se producamibio en las poblaciones
linfocitarias de un fenotipo virgen CD45RA+, CD62La un fenotipo de
memoria CD45R0O+ aln no estan establecidos cordathli61,63). Se cree
gue es debido a la acumulacién de linfocitos de onenfuncionales o a la

presencia de linfocitos anérgicos que compartenisgho fenotipo.
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En un trabajo reciente, en nuestro laboratoriodéstoos un grupo de
individuos sanos estratificados por edad (con asijeh un rango de edad de
18 a 95 afios, n=157) con el objetivo de examiraicémbios relacionados
con la edad en las diferentes subpoblaciones fieilios (64). Observamos
un descenso significativo en los valores absoldéokinfocitos CD3+ a partir
de la década de los 60 afios, este descenso depamdeestro estudio, de las
células CD4+. En este descenso estan relacionadtwslos LT como los
LTys. Sin embargo, los LTCD8+ tantg3 comoyd mantienen unas cifras
parecidas a lo largo de la edad. Esto puede reflejaenvejecimiento del
Sistema Inmunitario probablemente debido a invélutimica. La razén por
la que descienden los LT colaboradores y se mamidos citotoxicos
convendria estudiarla. Otros estudios encontrarsmiducion de todos los
subtipos de LT tanto CD4+ como CD8+ con la eda¢b@o disminucion de
CD3+y CD8+ pero no CD4+ (67) o incluso ningun candignificativo (68—
70). Aunque es probable que las edades de lo®sugatlos estudios en que
no se encontro diferencias por edad fuera much@mermue la poblacion de

mayores de 60 afos fuera muy pequena.

Otra alteracion relacionada con el envejecimientd 8istema
Inmunitario podria ser el aumento significativdakevalores absolutos de LT
CD3+CD56+ a partir de los 50 afios que alcanza oreato muy intenso de
los 70 a los 95 afos. Estos cambios en LT capaceeediar citotoxicidad no
restringida al MHC, también fueron descritos prengate por Sansoni et col.
(66) y junto con el aumento de células naturakkifpodrian ser cambios

encaminados a compensar la disminucion de LT earlosnos.
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Ensayos inmunologicos que estudian los cambiosselgexo, tanto
en humanos como en ratones, sugieren que las hepioducen titulos mas
altos de anticuerpos que los machos. En generahdasbras tienden a

presentar reacciones inmunitarias mas intensas (71)

Referente a diferencias en la distribucion de lalspsblaciones
linfocitarias respecto al sexo, nuestro equipondestigacion encontrd un
aumento estadisticamente significativo de linfeci@D3+ a expensas de LT
CD4+ en las mujeres. No hubo diferencias en losrgalde LT CD8+. De
forma paralela observamos un aumento de LT GPR3y CD4+af. Con
respecto a las poblaciones de linfocitgs no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en funcidon del spaca ninguna de las
subpoblaciones CD3#%, CD3+CD4-CD8y6, CD3+CD4+CD8+%6 ni
CD3+CD56+5 (64).

Llama la atencién un aumento significativo de LTunal-killer like,
CD3+CD56+, en los hombres, que parece dependesdd1CD3+CD56#f3
ya que no hay diferencias con respecto a los LTHIDB6+5, asi como que
la proporcion de L¥6 de sangre periférica sea inferior a otras pubilicess

gue lo cifran en el 5-10%. Nuestra media es de(&%h

Los LTyd tienden a disminuir hacia la década de los 70 ,aé&ie
descenso depende de los CD3+CD4-Gb8que son los mas frecuente en
sangre periférica, no existiendo diferencias erCD8+CD8+4 con la edad
(64). La disminucién de LyB con la edad ya se describio por Argentati el al.
(72) que también demostré un patrén de producadeitdquinas alterado en

estos pacientes ancianos con una proporcién audzeta TNFe. Estas
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alteraciones podrian estar relacionadas con el pnahostico de las
infecciones y la predisposicién a tumores en losemées ancianos en el

proceso de inmunosenescencia.

Los LTap también disminuyen con la edad a expensas dafositos
CD3+up y CD3+CD8#p sin encontrar diferencias con la edad en los
CD3+CD4+0p (64).

Existen dos hipoétesis que explicarian el proceserdejecimiento
celular. La primera hipétesis propone que el emuajento es un proceso
activo, un evento genéticamente programado, ematla@s LT atraviesan por
una serie de procesos programados genéticamemigelsu desarrollo; estos
procesos son necesarios para producir células emdtuncional vy
fenotipicamente distinguibles, para después ensejganorir. La segunda
hipotesis plantea que el envejecimiento celulareksresultado de la
acumulacion de una serie de errores asociados ecansmos de reparacion
imperfectos del ADN que llevan a alteraciones talgiomismo como de los
teldmeros y que se potencian en el transcursoektnag vidas, ya que nuestro
Sistema Inmunitario se enfrenta a una serie desnaso intrinsecas como
extrinsecas (por ejemplo, patdgenos o carcindgemas)inevitablemente

resultan en la acumulacion de errores cuando eficheb envejece (61).

La apoptosis de los LT va aumentando con el enwveiecto (73).
Phelouzatet al (74,75) y Lechneet al (76) demostraron que los LT de
individuos ancianos presentaban un incremento enukxte celular inducida
por activacion (MCIA) comparado con individuos joes. La MCIA ocurre

en el momento en que el TCR es activado por lanudi®é su antigeno
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especifico. El incremento de la apoptosis se acithga un incremento en la

expresion de CD95 (receptor de muerte).

La apoptosis hace referencia a la muerte celularcgquirre de una
manera programada y que esta caracterizada pocamtensacion celular,
siendo un fendmeno no inflamatorio, a diferencidadeecrosis. El término
apoptosis aparece por primera vez referenciado ®f2,1cuando los
investigadores Kerr, Wyllie y Currie (77) difereaila muerte celular en dos
grandes grupos: la muerte por necrosis, produadama gran dafo tisular y
la muerte por apoptosis, que engloba un procesmuwerte celular mas

controlada, activo y con gran gasto de energia.

Generalmente la necrosis es un proceso que vieleido por un
dafo tisular severo que provoca cambios fisiol&giqae incrementan el
volumen celular, la desorganizacién de los org&nimternos, la contraccion
de la membrana mitocondrial, la dispersion de tematina y finalmente la
liberacion del contenido celular y moléculas praimfatorias por
fragmentacion de la membrana celular, desencadenaradrespuesta inmune
capaz de afectar al tejido que rodea a la célusotiea. Barro®t alsugieren
gue los responsables del aumento del volumen csiuka desorganizacion
interna de los orgéanulos es la apertura de lodespationicos no selectivos
(NSCC) originando un incremento de la concentracitosolica de Na+. Este

incremento activaria posteriormente la ATPasa Na+f#¢ la membrana
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citoplasmética generando un desequilibrio osmdticoa mayor entrada de
agua al interior celular, generando un aumento/oleimen celular y la lisis

de algunos organulos internos (78,79).

El proceso de apoptosis posee unas caracterigiiopgas que lo
hacen facilmente distinguible de la necrosis. Lapégsis tiene un papel
crucial en los organismos pluricelulares, tantelasesarrollo (morfogénesis,
formacion y maduracion del sistema nervioso e intatin) como
posteriormente en mantener la homeostasis tis@@minando células
dafiadas, en la defensa contra las infeccionetadm®munosenescencia (como
ya hemos visto). Durante la apoptosis, las céldissinuyen su tamafio,
originando una pérdida de adherencia y de los ctw#acélula-célula (80)
debido a la inhibicion del sistema de transporte+/K&/Cl-, pero
manteniendo integra en todo momento la funciondlida la membrana
plasmética, evitando de este modo la salida alriextelel contenido
intracelular. A medida que avanza el proceso, lanbnana plasméatica
comienza a tener circunvoluciones (ondulacionekaesuperficie), con una
apariencia vesicular caracteristica. La fosfatdifea (fosfolipido
originariamente enclavado en la membrana interndadeélula) pasa al
exterior de la membrana plasmatica, facilitandeebnocimiento de la célula
por los macréfagos. Posteriormente se produce raganéntacion del ADN
por endonucleasas, impidiendo ya la replicaciéunlaelUna vez finalizado el
proceso, aparecen los cuerpos apoptoticos que enantisus membranas
intactas y que son reconocidos por los macrofages células dendriticas
procediendo a su fagocitacion, impidiendo el de#larrde una respuesta

inflamatoria.
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En eucariotas superiores, la apoptosis puede ggada desde el

exterior (via extrinseca) o desde el interior {nfeinseca):

Via extrinseca: la apoptosis se inicia por la uniéros ligando a sus

receptores de muerte (81).

Via intrinseca: la apoptosis se inicia como regjpu@sun estrés
ambiental (calor, rayos X, radiacion ultravioleta,jflafio en el ADN (lesiones
genéticas) o a la presencia de proteinas mal @egadtrés endoplasmico).
Estos acontecimientos alteran la funcion de laaguoitdria, un organulo que
es esencial no solo para la supervivencia celgi@mg también para la

regulacion de la entrada de la célula en la apizp{88).

Dos familias de proteinas se consideran el cergrtadnaquinaria
apoptotica, las caspasas (83) y las proteinas fdenitia BCL-2, que son las

ejecutoras y las reguladoras de la apoptosis (84).

La apoptosis iniciada por los receptores de mifeideextrinseca), es
responsable de la eliminacion de células durardesrrollo, la maduracion
del Sistema Inmunitario y la eliminacion de tumonesdiada por éste. Un
ejemplo de estos receptores es el receptor Fas5GPO1) y su ligando
FasL (CD178), pertenecientes a la superfamiliarede¢ptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR). La union del ligando a pes/oca la agregacion
de tres 0 mas moléculas Fas y el reclutamientordgran complejo de

proteinas adaptadoras que contienen un dominiougetencitosolico FADD
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(proteina con dominio de muerte asociado a FaspOFAontiene dos
dominios importantes, que son el dominio DD (domide muerte), con el
cual interacciona Fas, y el dominio efector de neu@ominio DED), que es
el encargado de transmitir la sefial apoptéticasaefectores, es decir a las
caspasas, especialmente caspasa 8 y caspasa & y@rggn también un
dominio DED. (Fig. 1.9).

Ligando
(FasL, TNF-a0,TRAIL)

Receptor
de muerte
(Fas, TNFR1, DRS...)

Adaptadores
(FADD,TRADD)

Procaspasa-8 ——
= Activacion de
caspasas-3, -6, -7 = APOPTOSIS

Caspasa-8 activa

Fig. 1.9. Activacion de caspasas por medio de tecepde muerte.

La via intrinseca se realiza a través de la mitdgan con la
activacion de los miembros proapoptéticos de lalfamBcl-2 induciendo la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial extepermitiendo la
liberacion del citocromo ¢ desde la mitocondrigitdsol, el cual se asocia a
la region C-terminal del factor de activaciéon deompsis (Apaf-1).Esta
interaccion facilita la unién de dATP con Apaf-layexposicion de su motivo
CARD N-terminal, el cual puede ahora oligomerizadogmar un complejo
capaz de reclutar varias moléculas de procaspasacfivas a traves de
interacciones heterotipicas CARD-CARD para formaamoptosoma, que

activard las caspasas iniciadoras (85,86). La saspactiva, rompe y activa
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sucesivamente, las pro-caspasas 3y 7 que sagsfasnsables de la rotura de
varias proteinas que lideran las caracteristicasigas y morfoldgicas de la

apoptosis (87).

La conexidn de la via extrinseca con la intrindaceealiza P53,
mediante la regulacion transcripcional de Bid. Bstmbro proapoptotico de
la familia Bcl-2 es activado por caspasa 8, y wrmactivado Bid es capaz de
translocarse a la mitocondria y activar a Bak, desgenando la activacion

de la ruta intrinseca(88).

caspasas

Las caspasas (cistein aspartato proteasas) cgastitma familia de
proteasas altamente conservadas en la evolucioninigeamente cortan
después de un residuo de aspartico, y tienen ionastivo muy conservado
QACXG (89). En mamiferos se conocen 14 tipos dpasas, que se pueden
dividir entre caspasas iniciadoras y caspasaoefext_as caspasas actian en
cascada y como substrato final tienen a proteinasvan a producir los
cambios morfologicos de la muerte celular. Las asap se sintetizan como
proenzimas que contienen un predominio unido a dabunidades
enzimaticas. Cuando se produce la activacion gitteo se libera el
predominio y las subunidades enziméticas sufrecaambio conformacional
para constituir la enzima activa. Segun el pre-dawnse clasifican en
caspasas efectoras, las cuales no tienen pre-daooniién lo tienen muy corto

como caspasa-3, caspasa-6, caspasa-7, caspasaddagas iniciadoras las
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cuales poseen un predominio largo como caspasaspasa-2, caspasa-4,

caspasa-5, caspasa-8, caspasa-9, caspasa-10ack3pyasaspasa-13.

Dentro del pre-dominio se encuentran los dos dasidé interaccion
proteina-proteina que son el dominio DED unidos iamed asociaciones
hidrofébicas y CARD unidos mediante interaccionkesteoestaticas, como

vimos mas atras.

Entre las acciones de las caspasas, hay que destaca
- Inactivacién de proteinas del citoesqueleto.
- Activacion por protedlisis de Bid.

- Caspasa-3 es capaz de cortar a Bcl-2, quitandoosunib

intermembrana y convirtiéndola en una molécula popsotica.

- Inactivacion de NF-KB, lo que bloguea la transddpale genes

de supervivencia.
- Estabilizacion de P53.

- Inactivacion de Rb.

1.3.3 Genes de la familia Bcl-2

La familia BCL-2 (del inglés B-cell lymphoma/Leucien® gene) se

compone de proteinas con funciones proapoptoéticastigpoptéticas, que
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comparten secuencias homologas pertenecientesdmmimio conservado
conocido como dominio de homologia BCL-2 (dominid¢d)B que se
corresponde con secuencias alfa-hélice altamenteeoceadas. Podemos
clasificar a la familia de miembros BCL-2 en funciel nimero de dominios
BH presente en su estructura. Asi, todos los miesndntiapoptéticos, como
Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, A1, Bcl-W, y un grupo de laafmilia de miembros
proapoptéticos, Bak, Bax, Bok y Mtd, poseen tresiatro dominio BH, de
BH1 a BH3 o BH4. La familia "BH3-only", formada ptws miembros
proapoptéticos BAD, BID, BIM, NOXA, BIK, HRK, y PUM, se
caracterizan por presentar un Unico dominio BH, BtéBnbién conocido
como el dominio minimo de muerte para su uniorsali@mbros de la familia
BCL-2 multidominio (90).

Bax: Bcl-2-associated protein X, se asocia a b@&e .trata de una
proteina de 21 kD con la capacidad de suprimimaibn de bcl-2 de bloquear
la apoptosis. En algunos tejidos, los patronexgdeesion de bax y bcl-2 estan
regulados de forma paralela, lo que sugiere gueteenin antagonismo activo
(92).

Bcl-x: Aparece en modo corto y largo. La proteinadpcida por la
forma larga, Bcl-x |, tiene un 47 % de homologia bol-2 y una distribucién
celular semejante a este, lo que sugiere que gonbiesnas funcionan de una
manera similar. Por el contrario, el producto dadlivde la forma corta, Bcl-
X S, antagoniza con la inhibicién de la muerteleelprogramada por las dos

anteriores (92).
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Bak: La proteina Bak (Bcl-2 homologous antagoni#i# aumenta
la tasa de apoptosis, expresandose ampliamentepitglios complejos
incluyendo nasofaringe, esofagos, coldn y vejigdps cuales tiene un papel

proapoptético (92).

Mcl-1: El gen Mcl-1 (Mieloid cell leukemia-1), dagbierto en
células de la leucemia mieloblastica, funciona béamndo la apoptosis en

células hematopoyéticas mas diferenciadas (93).
Mecanismos de accion

Los miembros de la familia pro y anti-apoptoticeegen formar
dimeros; Algunos de los miembros de la familia fmnrhomodimeros (bcl-2,
bax, bcl-x L y bcl-x S), y otros, como el bcl-2,guen formar heterodimeros
con bax, bcl-x S, Al y bad. A su vez, bax puederbdimerizar con bcl-2,
bcl-xL, Mcl-1 y Al y bcl-xL puede heterodimerizasrcbax, bad y bcl-xL. A
pesar de que algunas células usan preferentememtiedos miembros de la
familia como factor de supervivencia, la mayorialate células eucariotas
presentan una tremenda redundancia en la exprésidws miembros de la
familia de bcl-2. Por ejemplo, cuando bax aparem@acun homodimero
aumenta la sensibilidad de las células ante emekti apoptotico, sin
embargo, si forma heterodimeros con proteinas popiéticas, actia
protegiendo a la célula de la apoptosis. Por adw,| bad puede formar
heterodimeros con las moléculas antiapoptoéticas)ifpendo a bax aumentar
su funcion proapoptotica. Se ha establecido queldosinios BH1, BH2, y
BH3 ejercen una fuerte influencia en la formaciérhdmo o heterodimeros.
Para la actividad proapoptoética, la formacion detoelimeros es esencial en

el grupo de dominio BH3 que actlan a través dendigs, pero no para el
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grupo Mtd ya que esas tienen un impacto citotoxidependiente dafiando
las organelas directamente. Incluso ante la presee inhibidores de
caspasas, las proteinas bax o bax-like conducenraukrte celular, por

permeabilidad mitocondrial formando canales ibnemesu membrana (94).

La citometria de flujo (CMF) es una técnica multgpaétrica que
basa su principio en la medida de la dispersiétadaz que producen las
células (o elementos de estudio) alineadas se@lewmrite mediante una
corriente liquida laminar cuando son presentadasind en una, frente a un
haz de luz laser de longitud de onda adecuadaeT3en origenes en los
contadores de particulas ideados por Moldavan 84 (3b) y por Gucker y
O’Konski en 1947 (96) con fines de investigaciGachpacidad de medir las
caracteristicas de las particulas junto con elergwufue incorporada en los
modelos de citbmetro ideados, entre otros, pora¥alCoulter en 1956 (fig.
1.10).

En 1965 se establece un gran avance cuando Kamsntsks (97)
utilizando un espectrofotometro disefiaron un aadbr de flujo con
capacidad para medir simultaneamente varios parasnein una célula,
logrando llegar a velocidades de 500 células pgurs#o. Posteriormente,
gracias el desarrollo de citdmetros mas pequefdaymasificacion de la
tecnologia de los anticuerpos monoclonales, skat@®l citometro de flujo
desde las grandes instituciones de investigacidonsalaboratorios mas
pequefios.
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Apoptosis linfocitaria segin receptor TC#-y TCR-y3 en sujetos sanos

Fig. 1.10: Modelo de contador celular de CoultezqiBnan Coulter, Inc).

A través de la citometria se pueden detectar madeie superficie y
citoplasmética de células, potenciales de membmaposicion de lipidos
de membrana, ADN, proteinas solubles en plasnguats biologicos.

1.4.1 Componentes de un Citémetro de flujo

Un citdmetro de flujo se compone de las siguiepggtes: sistema de
fluidos cerrado con una solucién tamponada, unatéude luz, un sistema

optico, un sistema electronico, un sistema infoicody un depdsito de
residuos.
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Transporta la muestra hasta el punto de interrégaghomento en
gue coinciden con el laser) alineando las céluasné en una para que pasen
por delante del laser, inyectando solucién tampargee genera un flujo
central laminar por donde las células pasan rodedelan fluido envolvente,

lo que se conoce como enfoque hidrodindmico.

Las células o particulas a estudiar pasan fremte l?az de luz que
suele ser un laser. Al atravesar la muestra, etdbdaz que no se dispersa y
sigue en direccién longitudinal es percibido patetkector de Forward Scatter
(FS), que emitirh una sefial proporcional al tameélalar. La luz que se
dispersa en forma lateral es mayor mientras masbnaras o estructuras
celulares deba atravesar, por lo cual una sefiat@aaa es interpretada por
el detector de Side Scatter (SS) como una mayomplepaad interna o

granularidad de la célula.

Ademéas de medir el FS y el SS, se pueden usaruartits
conjugados con un fluorocromo que nos daran unal gefsitiva frente al

detector cuando se hayan unido a la célula.
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La sefial que generan las moléculas fluorescentasigsébil, por lo
cual se requiere para su amplificacion de fotomliddores (PMT), que son
una serie de laminas eléctricas con una diferefecf@tencial entre la entrada
y la salida del tubo. La sefial electronica que salmayor que la que entra,
de modo que se amplifica la sefial. De este modoPIoM son los que

transforman la sefial luminosa en electrénica.

El sistema electronico también consta de un coowvesgalogico
digital (ADC) que transforma la sefial en un cédigorméatico de O y 1 que
puede leer el ordenador. Ademas, clasifica la sedral canales de
fluorescencia, es decir, transforma una variabigiicoa, que va desde 0 mv
hasta infinito, a intervalos que van de 0 a 1024psraparatos mas antiguos

hasta 262000 en los mas modernos.

1.4.1.4 Sistema informatico

El sistema informético esta constituido por el oatior que esta
asociado al citobmetro. Una de sus funciones prabefp es proporcionar
facilidades para la visualizacion de las sefalsesg iterpretacion. Para ello,
el ordenador recibe del ADC la informacion con lesultados de la
fluorescencia o dedcatterpara cada célula en cada uno de los detectortas. Es
informacién se visualiza graficamente como un pulit@ue conforma una
gréfica de nube de puntodot plot) que es el fichero de citometria que

almacena el ordenador. En estas nubes estan aagdas poblaciones de
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células que deben ser separadas de acuerdo aitErsosrde andlisis e
interpretacion.

1.4.1.5 Escalas de visualizacion

Las gréficas pueden expresarse en diferentesdgpescala, como la
I6gica, la logaritmica y la lineal. La escala Idgaica se puede usar en casos
de que se desee amplificar diferencias entre iicteties mas bajas de
expresion de un determinado marcador, perdiendolu@én para las
intensidades mayores. La escala ldgica fue disefada los citbmetros
modernos basada en el principio de la biexponedaihl que asume la
existencia de valores lineales en torno al cerdtamdo asi amplificar
demasiado las diferencias en intensidades menorse yansforma en

logaritmica, que dimensiona bien las diferenciagares de expresion de un
marcador.

Un fluorocromo (FC) es una molécula que al excitaen luz emite
una fluorescencia en una longitud de onda diferaiéeoriginal que es igual
a la sumatoria de la excitada mas la emitida. E&iaene su propio espectro
de emisién y de absorcion, el cual debe ser capazdtarse a la longitud de
onda del laser del citometro.
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1. FC que se unen no covalentemente a estructeitdares: Son FC
gue debido a su especial composicion molecularnem & determinados
componentes celulares. Ejemplos de ello son losadares de contenido de
ADN y ARN (Ej.: ioduro de propidio); marcadores getencial de membrana

(Ej.: cianinas y la rodamina 123), marcadores denbmana y lipidos, etc.

2. FC que son sensibles al microambiente que tEsardCambian sus
caracteristicas de acuerdo al microambiente (dj. Qalcio, redox, actividad

enzimatica, polaridad, fluidez, etc.)

3. FC conjugados con anticuerpos: Reconocen Idspes de los
marcadores celulares de superficie o intracitopddisms. Pueden usarse solos
o0 combinados (en tAndem). En los FC combinadoBQuse excita con la luz
y a su vez esta luz es absorbida por un segundoi&€mite luz a una longitud
de onda diferente, que es la que se mide. El fjpotde FC es la fluoresceina
gue al ser estimulada con luz ultravioleta (ndo¥&iemite luz de color verde
(visible). Ejemplos de FC combinados son la PE-Cgl PerCP-Cy5.5.

1.4.2.2 Seleccion de Fluorocromos

Para seleccionar un FC de forma adecuada, debamemrse sus
caracteristicas. El espectro de absorcion debeeseano al espectro de

emision de la fuente de luz. El coeficiente deneidin (probabilidad de
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absorber la luz) debe ser alto (PE >> FITC), y pueddificarse al unir el FC
al anticuerpo. El rendimiento cuantico se refielee@robabilidad que tiene un
FC de emitir la luz, o sea la proporcion entreflienes absorbidos y los
emitidos y también es mayor en la PE que en la FOWas caracteristicas
deseables en un FC son una adecuada estabilidate fee la luz

(fotoestabilidad) y al ambiente (por ej. frenteambios de pH), asi como un

breve periodo de excitacion.

El tamaiio del conjugado puede ser un problema, cmumoe con la
PE que al unirse a un Ac puede volverse insoluldeconcentracion que se
administra del conjugado también es importanteg dae debe ser suficiente
para saturar los sitios de union al marcador. De medo, se puede asumir
gue la cantidad de fluorescencia detectada estalinetite proporcional a la

cantidad del complejo FC-Ac que se une al marcador.

La luz que es emitida por el FC pasa a través faeedites espejos
dicroicos que son aquéllos que reflejan luz poragtede cierta longitud de
onda, dejando pasar el resto que esta por encima lid®ite de deteccion. El
citometro utilizado para realizar el presente fj@alpuede medir hasta 10

fluorescencias simultaneas.
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

En la fig. 1.11 podemos ver un esquema generdlidelonamiento
de un citobmetro de 4 colores. La luz laser inciders las células en
suspension que pasan frente a ella y asi se rifleja en forma frontal (FS)
y lateral (SS). La luz reflejada pasa a travésodeebpejos dicroicos que van
reflejando las longitudes de onda para las cuakés elisefiados desviandola
hacia el detector de fluorescencia. Las otras osdadejan pasar y son

filtradas en el siguiente detector

Detectores de luz
rojay naranja

Detector de
luz reflejada

ag0° Detector de

luz verde

Detector .
de luz ™~
incidente Espejos reflectores
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Fuente de luz laser

Fg. 1.11. Esquema 6ptico de un citémetB@¢kman Coulter, Inc

En la Tabla 1.1, podemos ver un resumen de latesisticas

principales de los FC utilizados en el trabajo.
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Fluorocromo FC tipo = Pico de Longitud Pico de Laser Color de

Tandem | de onda de Longitud de que emisién
excitacion (nm) = onda de excita aproximado
emisiéon (nm)

Fluoresceina No 495 519 Azul Verde
(FITC)
R-Phycoerythrin No 480;565 578 Azul Amarillo
(PE)
PE/Dazzle594 Si 486 660 Azul Rojo
ECD (Texas red
Phycoerythrin)
Peridinin Si 482 / 564 690 Azul Rojo
chlorophyll protein-
Cy5.5
TruRed
(PerCP- Cy5.5)
PE-Cy7 Si 480;565;743 767 Azul Rojo
Allophycocyanin No 650 660 Rojo Rojo
(APC)
Alexa Fluor 700 633 719 Rojo Rojo
APC/Cy7 Si 650 785 Rojo Rojo
Pacific Blue No 403 455 Violeta Azul
Brilliant Violet 570 | No 405 570 Violeta Azul

Tabla 1.1. Fluorocromos utilizados en el preseaiateaio.

1.4.2.3 Calibracién y compensacion del equipo

La calibracion consiste en ajustar la amplificadi@h sistema de
fotomultiplicadores para que las células no quddera de escala y exista
una distancia suficiente entre positivas y negatitaa compensacion
consiste en restar a cada detector el espectmidea de un fluorocromo
gue se solapa con la de otro, la que es constiamtdp cual se puede
calcular matematicamente. Cada tipo de muestrarideltener una

compensacion diferente.
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

En la fig. 1.12 tenemos una representacion deintd utilizado en
el andlisis de las poblaciones celulares y losaspede emision de los FC
utilizados excitados por cada laser.

Fig. 1.12. Representacion esquematica de un citérhivios Beckman Coulter,

Inc).

1.5 Apoptosis y citometria de flujo

Durante afios eldold standard” para el reconocimiento de las células
en apoptosis han sido los cambios morfolégicos agsecian durante el
proceso: disminucion del volumen, condensaciéon de ctomatina,
segregacion del nucléolo, fragmentacion nuclearmécion de los cuerpos
apoptoticos. Los patrones de electroforesis cafatitms provocados por la
fragmentacion del ADN por la activacion de las endibeasas también
sirvieron durante los primeros estudios como mamesl adecuados para
estudiar la apoptosis (98).
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La posibilidad de medir miles de células de forn@vidualizada que
ofrece la citometria de flujo nos permite idenéfiy cuantificar las células
apoptoticas, asi como estudiar los mecanismos eaBixia este modo de
muerte celular (99-101). El cambio en la dispersiéna luz fue uno de las
primeras caracteristicas que observamos en lasagéfijue mueren por
apoptosis, y es el primer marcador que podemoiartipara identificar

células en apoptosis.

Mientras que la dispersion de luz hacia adelariterma del tamafio
celular, la dispersion lateral de la luz hace exfeia a las propiedades de
reflexion y refraccion de la célula. Los cambiosaedispersion de la luz hacia
adelante son el resultado de la contraccién celulentras que los cambios
en la dispersion lateral reflejan la condensaciénlal cromatina y la
fragmentacion nuclear. En las etapas posteriorda dpoptosis, cuando las
células presentan ya los cuerpos apoptoticos yesdain mas su tamafio, la
dispersion de la luz hacia adelante y hacia ekdhtesta marcadamente
disminuida. La virtud del ensayo basado en la ni&@dide la dispersion de la
luz es su simplicidad y la posibilidad de combinazbn otros marcadores
celulares. Cabe destacar, sin embargo, que lardision de la sefial de la
dispersién de la luz hacia adelante no es un marespecifico de apoptosis
ya que las células rotas, los nucleos celularéadais y las células necréticas
también presentan los mismos cambios en la digpeds luz. Este enfoque,
por lo tanto, debe ir acompafiado de otros ensayiss especifico de la

apoptosis (102).

Un paso critico en el proceso de apoptosis es dmisidion de

cambios en la membrana celular. En las primergsastae produce una
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translocacion de los restos de fosfatidilsering @&Sla membrana interna a
la membrana externa, exponiendo de esta maneradtiss PS al exterior.
Basandose en el fendmeno de que la PS es expuestdedia apoptosis y en
la capacidad de la anexina V de unirse a PS carahitidad, Koopman et al
(103) fueron los primeros en describir un métoditizahdo anexina V
marcada con un hapteno extrinseco (FITC o biotltmanexina V marcada
con el hapteno en presencia de Ca2+ milimolar seaulos residuos de PS
gue estan expuestos en la cara externa de la mesnblasmatica de células
apoptoticas tempranas. La anexina V no se une waséViables pues la
molécula no es capaz de penetrar la bicapa lipitasa discriminar entre
células apoptéticas tempranas, tardias y célulasitieas, podemos marcar
simultdneamente con una sonda vital que se und@Na ¢mo Yoduro de
Propidio (Pl) o 7AAD. De esta forma, podemos difieiar células viables
(anexina V-7AAD-), apoptéticas tempranas (anexird ¥AD-), apoptéticas
tardias (anexina V+7AAD+) y células necréticas tame \VV-7AAD+) (104).
La exposicion de PS durante la apoptosis parecenstBgnomeno universal
durante la apoptosis, no limitado a células de rfean¥, pues también ocurre
en células de plantas e insectos. Por tanto, las@i{pn de PS parece ser tan
ubicua como la apoptosis en si misma y, probableameanstituye una parte
integral de este proceso de suicidio celular. Matial (105) han demostrado
que la exposicion de PS durante la apoptosis suaedasi, si no todas las
células bajo la accidn de casi, si no todos, Itisnesos desencadenantes de

apoptosis.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. JUSTIFICACION,
OBJETIVOS

HIPOTESIS Y
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-v8 en sujetos sanos
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Hasta hace tres décadas se creia que todas lagstspinmunes
especificas eran efectuadas por LT que expresdlyaneptor de superficie
TCR-0f. En 1984 se descubrié un nuevo cDNA especifich Tejue también
codificaba una proteina similar a las inmunoglaiasgi y cuyos genes se
reordenaban en algunos de estos LT. Este cDNA icadifn polipéptido
denominadoy, que se encuentra asociado a un segundo polipéptid
denominada®, conformando el TCRé. Asi pues, actualmente se conocen
dos poblaciones distintas de LT dependiendo del tp receptor para
antigeno que expresan en su membrana, le$ Iglie expresan el receptor
para antigeno TCRp, y los LTyd que expresan el receptor para antigeno
TCR-y4. Los LTyé son mucho menos conocidos que losdfl debido en

parte a que su descubrimiento es relativamenternteci

A partir de entonces, numerosos trabajos inmunodégielacionados
con los linfocitos, han tratado de diferenciar @@mbas subpoblaciones, con

especial interés en los {3 por sus funciones.

La mayoria de estos estudios han sido realizadosnanales de
experimentacion, y algunos en humanos, en difesgua#logias, pero casi
siempre con un numero de sujetos reducido, tanpaeientes enfermos como

en sus respectivos controles sanos.
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Hay dos motivos fundamentales que justifican etg@mée estudio. El
primero es el conocimiento inmunoldgico basico e posible diferencia en
la apoptosis entre ambas subpoblaciones de3 yTLTys. El segundo, el
hecho de que los estudios clinicos que involucrlos dnfocitos segun sus
receptores TCRf y TCR«3 son escasos, pero van en aumento. Entre ellos
la inmunodeficiencia congénita o adquirida es ufetolm del estudio,
involucrando la apoptosis como mecanismo de aqudbata el momento
actual no se ha estudiado la apoptosis en sujetas £n nimero extenso de
pacientes. Seria muy conveniente el conocimienta dpoptosis en personas
sanas como medio de control en las diferentesqufitid estudiadas en un

futuro.

Debido a la diferencia descrita en cuanto a laéactimunitaria de
ambas subpoblaciones &ff y LTyd podriamos esperar una diferencia en

cuanto a la apoptosis en particular.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo principal

Valorar la apoptosis de los OB y LTyd en sujetos sanos, asi como
todas sus subpoblaciones: df, LT CD4+uaf3, LT CD3+CD8+3, LT
CD56+0B y LTyd, LT CD4+d, LT CD8+WJ, LT CD56+.

2.3.2 Objetivos secundarios
Analizar la apoptosis de estas subpoblacioneslacide a la edad y

SeXo.

Analizar la posible relacion de la apoptosis comls lestados
funcionales de LT: naive, memoria central, memeaif@ctora y memoria

efectora terminal que re-expresa CD45RA (TEMRA).
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-v8 en sujetos sanos
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MATERIAL Y METODOS

3.MATERIAL Y METODOS
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-v8 en sujetos sanos
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Los sujetos que han participado en el presentediestse han
seleccionado a partir de voluntarios del laboratgride acompanantes de
enfermos ingresados en el hospital. Todos los desanan firmado un
Consentimiento Informado (ver anexo) en el quegdicaba de manera

somera las caracteristicas del estudio.

Para el objetivo secundario del trabajo, se obtamienuestras de
diferentes voluntarios seleccionados del mismo mpdoe también firmaron

el Consentimiento Informado.

El trabajo ha sido aprobado por el Comité de Ersayiinicos e
Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova de &falia, donde se ha

llevado a cabo el trabajo experimental.

Durante el periodo de seleccion, todos los pagitips tuvieron que
rellenar una encuesta en la que se les interrogsupestado de salud. De este
modo, se excluyeron del estudio cualquier voluatgtie presentara alguna
de las siguientes caracteristicas: inmunodeficgemcinocida, enfermedad
autoinmune, predisposicidén genética conocida dgraa patologia, proceso
infeccioso actual, vacunas en los seis meses revitamiento
inmunosupresor actual, habitos alcohdlicos o talbamu y exposicion a

agentes téxicos en el trabajo.
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En la muestra analizada no hemos encontrado deswacrespecto

a sexo o edad.

Una vez seleccionado para el estudio, se obtuvonuestra de sangre
periférica por venopuncion, en tubo con anticoagelaEDTA-K3. La
muestra fue procesada lo mas rapido posible, seedgmtro de las dos horas

posteriores a su toma.

Tras la obtencion de la muestra, y previo a cuatgpiocesado se
realiz6 una hematimetria basica en un contadodate(LUH750 Beckman
Coulter, Inc, Fullerton, CA) para obtener los vatrde hemoglobina,
leucaocitos y diferencial leucocitario y plaquetasautoanalizador LH750 se
basa en el principio de impedancia: El principiardpedancia en el contaje
de células sanguineas se basa en el aumentoedéstamcia producida cuando
una célula sanguinea con baja conductividad pasavas de un campo
eléctrico. El nimero de intermitencias indica faacte células sanguineas y

la amplitud de cada intermitencia es proporciohablumen de la célula.
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Para el desarrollo del presente trabajo se uiilizdos citbmetros de

flujo:

- FC-500 (Beckman Coulter, Inc) que puede mediukémeamente
5 fluorescencias usando un laser azul de 488nnifjltes de paso de banda
de 525nm, 575nm, 620nm, 695nm y 755nm: FITC, P BHC5 y PECy7.

- Navios (Beckman Coulter, Inc) que puede mediuliiimeamente
10 fluorescencias usando tres laseres: azul de88jo de 638nm y violeta
de 405nm, con filtros de paso de banda de 525nEmmB,7620nm, 695nm y
755nm para el laser azul (FITC, PE, ECD, PC5 y PBEG60nm, 725nm y
755nm para el laser rojo (APC o Alexa Fluor, AP@xd Fluor700, APCCy7
y APC Alexa Fluor750) y filtros de 450nm y 550nnra&l laser violeta

(Pacific Blue, Pacific Orange y Krome Orange).

- Centrifuga refrigerada
- Micropipetas Gilson

- Tubos de polietileno (12x75mm) para preparaciomdestras.
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Se utilizaron los siguientes anticuerpos monockEsaCD45, CD3,
CD4, CD8, CD56, CD19, anti-TGR y anti-TCR/?.

CD45

Se empled el anticuerpo monaoclonal CD45 (Beckmanit€g Inc,
Miami, USA [clon: J33]). Las moléculas de CD45 sproteinas de la
membrana de cadena simple y existen al menos&risa$ que varian entre
180 y 220 kDa. EI CD45 no restringido, denominadtigeno leucocitario
comun consiste en una secuencia extracelular,rpebx la membrana que es
comun a todas las isoformas de CDA45. El epitopestangido de CD45 esta
presente en la superficie de todos los leucocitosamos: linfocitos,
eosindfilos, monocitos, basofilos y neutrofilos enden de expresion
decreciente. CD45 es un componente principal emédanbrana de los
linfocitos. Esté ausente en plaquetas y hematigagae pierde en el proceso

de maduracion de la serie roja en la médula 6sea.
CD3

Se empled el anticuerpo monoclonal CD3 (Beckmanlt@gpunc,
Miami, USA [clon: UCHTL1]). El antigeno CD3 es umaplejo de 5 cadenas
polipeptidicas invariables, con pesos moleculates agcilan entre 16 y 28
kDa. CD3 es parte de un complejo mayor que inchlyeceptor de célula T

(TCR). Este complejo se expresa en células T madyréimocitos. La
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activacion de las células T se puede inducir cuamdantigeno extrafio se
presenta al TCR a través de las moléculas de c@mprayor de
histocompatibilidad (MHC).

CD4

Se empled el anticuerpo monoclonal CD4 (Beckmanlt@ounc,
Miami, USA [clon: SFCI12T4D11]). El antigeno CD4 esa glicoproteina
transmembrana de cadena simple de peso molecukib&9CD4 se une a
moléculas del sistema mayor de histocompatibili{é¢HC) tipo 1l y es
correceptor en la activacion inducida por antigermwsrestriccion MHC tipo
Il. CD4 se expresa en los LT colaboradores. Tambga presente en la
mayoria de timocitos que frecuentemente coexprégsh CD4 también se
expresa en monocitos, aunque con una intensidakptesion algo menor
gue la de los linfocitos. Los LT CD4+ inducen y dgn activamente en la

sintesis de inmunoglobulinas por los linfocitos B.

CD8

Se empled el anticuerpo monoclonal CD8 (Beckmanlt&ounc,
Miami, USA [clon: B9.11]). El antigeno CD8 es urmdio disulfuro que
existe como un homodimero C®® bien como un heterodimero Gip)3
CD8u se requiere para que exista expresion de sugedeiCD8. El peso
molecular de cada monémero a 0 b es entre 32 YP34 €D8 se une a un
dominio no polimérfico de las moléculas de histopatibilidad de tipo |.
CDS8 se expresa en un subgrupo de LT de sangrémeaiftambién se expresa
en un grupo de linfocitoBlatural Killer (NK) pero con una intensidad de

expresion mas débil que la de los LT. EI homodin@b8u se expresa en
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células NK y LTys. CD8 también esta presente en la mayoria de tio®oci
que frecuentemente coexpresan CD4. La molécula &ib& junto con el
receptor de célula T (TCR) como un correceptor ghr@conocimiento de
antigenos por moléculas de histocompatibilidad tip6D8 se emplea de

forma habitual para el reconocimiento de LT citat0s.
CD56

Se empled el anticuerpo monoclonal CD56 (Beckmanit€g Inc,
Miami, USA [clon: N901 (NKH-1)]). El antigeno CD5 una isoforma de
140 kDa de la molécula de adhesion de célula Ne{NaCAM). Las
diferentes isoformas de N-CAM tienen pesos moleesl&ntre 135 y 220
kDa. El antigeno CD56 se expresa moderadament@asubpoblacion de
linfocitos grandes granulares de sangre perifériea todas las células con
actividad NK. También se expresa en un subgrupdd€D 56 no se expresa

en granulocitos, monocitos o células B.
CD19

Se empled el anticuerpo monoclonal CD19 (Beckmanit€g Inc,
Miami, USA [clon: J3-119]). El antigeno CD19, tagbillamado B4, es una
glicoproteina de membrana tipo | con un peso médede 95 kDa. CD 19
estd implicado en el desarrollo, activacion y difeiacion de los linfocitos
B. Esta molécula se expresa en todos los linfo&teermales incluyendo
linfocitos pro-B, pero se pierde en la maduraciéélala plasmatica. También
se encuentra en la superficie de células dendrfidigulares. No se encuentra

en LT normales, células NK, monocitos y granulacito
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Receptor de la célula T palfhy

Las subpoblaciones linfocitarig8 se analizaron con un anticuerpo
monoclonal IgG1 murino anti-TCRS humano conjugado con ficoeritrina-
cianina 5.1 (PC5) (Beckman Coulter, Inc, Miami, Ugfon: IMMU 510]).
Este anticuerpo permite la identificacion y numgnacde poblaciones
celulares que expresan el antigeno T/ @Ren muestras humanas mediante
citometria de flujo. IMMU 510 reconoce todas lashmblacionesyd
independientemente de las regiones variables quessn. Tife entre el 1,6%

y el 8,9% de los LT de sangre periférica de mugsteadonantes sanos.

Receptor de la célula T pap

Las subpoblaciones linfocitariagp se analizaron mediante un
anticuerpo monoclonal anti-TCé# humano (Beckman Coulter, Inc, Miami,
USA [clon: IP26A]) conjugado con PC5. El anticuelp@6A reconoce un
determinante monomorfico de la caderfadel complejo TCR. Tifie del

89,4% a 98,4% de las células CD3+en sangre normal.
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La CMF permite realizar un andlisis de los marceslale superficie
expresados diferencialmente durante la madurad®nactivacion y la
diferenciacion de los LT. Estos marcadores puedeoansiderados como un
reflejo de la diferenciacion celular, la activacipmel estatus funcional. Los
marcadores clasicos dividen a las células en LT#3p@D8+. Actualmente,
podemos clasificar a las células T en cuatro grypipgipales usando a un
namero reducido de marcadores de superficie, gqigyien el motivo C-C de
receptor de quimocinas (CCR-7) y el antigeno derdigge CD45. Los LT
naive inicialmente son CD45RA+, CCR7+, CD28+, CD62ICD27- y
CD45RO- fenotipo que permite distinguirlos tanto lds células T de
memoria central: CD45RA-, CCR7+, CD45RO+, CD62LB2AZ+ (CM),
como de los LT de memoria periférica: CD45RA-, CERD45R0O+, CD27-
/+, CD62L- (EM). A su vez, los LT efectores, gemerante tienen un fenotipo
CD45RA+, CD45R0- o + débil, CCR7-, CD28-, CD27-p&2L- (TEMRA)
(106).

Esta combinacion de marcadores permite realizar parfecto
seguimiento de la renovacién de las células naBiggomo la pérdida de ésta

subpaoblacion durante el envejecimiento y las erddades infecciosas (107).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monocksaCD45, CD3,
CD4, CD8, CD56, anti-TCé&B, anti-TCR/6, CD62L y CD45RA.
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CD45RA

Se empled el anticuerpo monoclonal CD45RA (BiolegeSan
Diego, USA [clon: MPC-11]). Isoforma de 205 a 22D&de la glicoproteina
tipo | CD45. Expresada en LT naive, timocitos mackd, células B,

monocitos y células TEMRA.
CD62L

Se empled el anticuerpo monoclonal CD62L (Bioleg&ah Diego,
USA [clon: MOPC-21]. Glicoproteina tipo | de 74@KRDa de cadena simple.
Se trata de la L-Selectina, molécula de adhesifulace Expresada en la
mayoria de células B de sangre periférica. Subtimalares T y NK,

monocitos y granulocitos.

Para la correcta estandarizacion de los protocdéositometria,
debemos previamente tener en cuenta una serie rigblea que seran

fundamentales en el resultado final.

A diario se realiz6 una verificacion de los citérostde flujo con una

suspension de microesferas fluorescentes que permita estandarizacion
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Apoptosis linfocitaria segin receptor TC#-y TCR-y3 en sujetos sanos

del SS, FS y los laseres (Flow-check Pro Fluoragshdeckman Coulter,
Inc.). Esta calibracion se realiz6 siguiendo lasomeendaciones del
fabricante: dispensar aproximadamente 0,5 mL deiveade calibracion en
un tubo de polietileno (12x75mm). Agitar vigorosameey adquirir por el

protocolo de ajuste adecuado (fig. 3.1). Verifiearlas curvas de Levey-
Jennings generada que los coeficientes de variasndran en el rango
adecuado (fig. 3.2).

Fig. 3.1 Protocolo de adquisicidn de esferas didailbn mostrando los picos de
fluorescencia media.
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Fig. 3.2 Curvas de Levey-Jennings

Para realizar la compensacion de las fluoresceneiapezamos
realizando un ajuste de los parametros FS y SSusammuestra de sangre
periférica sin marcar. Esta muestra nos permitstajuos voltajes, dejando
las poblaciones negativas en la primera décadafogea con una intensidad
media de fluorescencia de 0,2 (ajustada de marta@teaga). A continuacion,
realizamos un marcaje de la sangre periférica@®armticuerpos conjugados
con los fluorocromos por separado. Como todos lascadores utilizados

tienen expresion en una sangre periférica de uardersano, pudimos utilizar
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

esta sangre en lugar de células de captura. Adgpsr20.000 eventos totales
a velocidad media, con los voltajes establecidesiamente. Con los datos
recogidos por cada adquisicion se realizé una cosgmon automatica por
el software de andlisis Kaluza (Beckman Coulterg).InPor ultimo,
trasladamos la matriz de compensacién obtenideotdgnlo de adquisicion
gue tenia guardados los voltajes iniciales. Eab&at3.1 podemos observar la

matriz de compensacion obtenida para el analis@s@lores.

FL1 FL2 FL3 FL4 FL3 FL6 FL7 FL8 FL9 FL10

FL1 1.30 0.20 0.10 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
FL2 36.81 13.82 0.00 1.20 0.00 0.00 0.00 0.00 5.60
FL3 10,40 32.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 8.30
FL4 2.40  26.60 0.10 0.10 0.30 0.00 0.00 3.70
FLS 0.50 0.00 4.80  32.50 0.00 0.20 1.80 0.00 0.90
FL& 0.70 0.30 0.40  17.40 0.20 0.80 15.74 0.00 0.00
FL7 0.50 0.00 0.10  46.30 0.70  25.90 15.75 0.00 0.00
FL8 0.20 0.00 0.60 8.80 8.00 2.80 13.40 0.10 0.00
FL9 1.00 0.20 0.00 0.20 0.50 0.00 0.10 0.20 25.80
FL10 1.00 1.00 0.00 0.30 1.10 0.00 0.10 0.30 13.70

Tabla 3.1. Matriz de compensacion.

3.5.3 Controles isotipicos (negativos).

Las adquisiciones de los 20 primeros casos anakiza® realizaron
marcando la muestra de sangre periférica con destisotipicos, que nos
permitié comprobar que careciamos de marcajesecéfms para cada una

de las poblaciones de interés.
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El marcaje tiene su principio en la capacidad de daticuerpos
monoclonales especificos de unirse a células I#acias mediante los
determinantes antigénicos que éstas expresan erer@brana celular (o

incluso intracitoplasméticamente).

Se realiza incubando la muestra con el anticuerpoogional. Los
eritrocitos son eliminados a continuacion por Jigislos leucocitos son
analizados por CMF. Seleccionamos la poblaciénnterés dentro de una
ventana electronica, definida en un histograma goeelaciona los

parametros que deseamos estudiar.

A continuacion, se detallan los protocolos de njarea los diferentes

paneles empleados en el estudio.

1. Por cada muestra a analizar, rotulamos 5 tubosotietifeno
(12x75mm). Afadimos el volumen de anticuerpo deré@s a
cada tubo, siguiendo las recomendaciones del tatigc En
nuestro caso, 20L de los anticuerpos conjugados con FITC y PE
y 10uL de los anticuerpos conjugados con ECD, PC5 y PE-C

Dispensamos 1(L de los controles isotipicos a los tubos control.
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2. Afadimos 100uL de la muestra de andlisis a todos los tubos.
Agitamos suavemente los tubos admtex
3. Incubamos de 15 a 20 minutos a temperatura amb{éBte-
25°C) y en un lugar protegido de la luz.
4. A continuacion, realizamos la lisis de los hemategun las
recomendaciones del reactivo de lisis utilizadoraPauestro
trabajo hemos utilizado el agente lisante Versal(Zeckman
Coulter, Inc), que consiste en una amina que egectida en un
agente litico por la anhidrasa carbonica de la mansbde los
glébulos rojos. Al agente lisante, se le adiciona26 uL de un
agente fijador (I0T3 Fixative solution, Beckman Geny Inc)
que proporciona estabilidad. La mezcla “Fix-anddlys
preparada en el momento, es adicionada a la savigeelamos
seguidamente en el agitador automatico duranteegonsio e
incubamos 15 minutos a temperatura ambiente y elugsr
protegido de la luz.
Centrifugamos 5 minutos a 150 x g y a temperatonaiente.
Eliminamos el sobrenadante por aspiracion.
Resuspendemos el boton celular en 3 mL de PBS.

Repetimos los pasos 5y 6.

© ©® N o O

Eliminamos el sobrenadante por aspiracion y resusgaos el
boton celular en 0,5 mL de PBS. Analizamos entéhwtro de

flujo. En todos los casos se adquirieron 100.0@hs.

La combinacién de anticuerpos monoclonales conresigectivos

fluorocromos conjugados fue desarrollada en el tatbdo de Hematologia
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del Hospital Arnau de Vilanova durante la puegtarto de la determinacion
de las subpoblaciones linfocitariaf y yd en individuos sanos (64). En la

tabla 3.2 podemos ver el panel de anticuerpogzaititi en el presente trabajo.

Anti CD45 CD3 CD4
TCR-af
CcD8 Anti CD45 CD3 CD4
TCR+0
- CD5 CD56 CD45 CD3 CD19
Anti Anti CD45 CD3 CD56
TCRy3 TCR-p

Tabla 3.2 Monoclonales empleados en el asdleslas subpoblaciones.

3.5.4.2 Protocolo para la determinacion de la apoptosis en las

subpoblaciones linfocitarias y linfocitos af3 y yo.

La cuantificacion de la apoptosis se ha realizamoet kit comercial
ANNEXIN V-FITC / 7-AAD Kit (Beckman Coulter, Inc)en el cual la
anexina-V esta conjugada con FITC. Se llevé a ocalmntificando los

residuos de fosfatidilserina expuestos en la paxterior de la membrana
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celular mediante el marcaje con anexina V- FITCuisigdo las

recomendaciones del fabricante.

Tras el enriquecimiento de la muestra en linfocitosdiante
separacion de células por gradiente de densidad gpartado 3.6) se
resuspendieron las células obtenidas en tampomide (con presencia de

Ca’?) a 4°C. Se mantuvieron las muestras en hielo khstamento de su uso.
A continuacion, se realizé el marcaje de las maestr

Por cada muestra a analizar, rotulamos 7 tubosotietifgno
(12x75mm). Afadimos el volumen de anticuerpo der@s a
cada tubo, siguiendo las recomendaciones del fatigc En
nuestro caso, 1QL de la Anexina-V y 2QuL del marcador de
viabilidad 7-AAD y 10uL del resto de anticuerpos.

Afadimos 100uL de la muestra de analisis a todos los tubos.
Agitamos suavemente los tubos con vortex.

Incubamos de 30 minutos a 4°C protegiendo de la luz
Afadimos 400 puL del tampdén de wunién y adquirimos
inmediatamente por el citdmetro de flujo. En totisstubos se

adquirieron un total de 100.000 eventos.

La combinacion de anticuerpos monoclonales conrasigectivos
fluorocromos conjugados fue desarrollada en el tatbdo de Hematologia
del Hospital Arnau de Vilanova, siguiendo las pawpae habian marcado los

estudios anteriores, adicionando los marcadoresqsudiar la apoptosis.
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El panel de estudio para el analisis de la apapta® las

subpaoblaciones de LAR y LT yd se recoge en la tabla 3.3.

Anexina-V  Anti TCR-af CD3 7AAD CD4
Anexina-V Anti TCR-ap CD3 7AAD CD8
Anexina-V  Anti TCRy3  CD3 7AAD CD4
Anexina-V  Anti TCRy3  CD3 7AAD CD8
Anexina-V  Anti TCRy3  CD3 7AAD CD4+8
Anexina-V  Anti TCR-af  CD3 7AAD CD56
Anexina-V  Anti TCRy3  CD3 7AAD CD56

Tabla 3.3 Monoclonales empleados en el analisia dpoptosis.

3.5.4.3 Protocolo para la determinacion de los estados funcionales de

las subpoblaciones linfocitarias y linfocitos af3 y yd.

El panel de estudio para el analisis de los esthgmsonales de los
linfocitos fue disefiado intentando minimizar al indx las interferencias
entre las diferentes poblaciones, para evitar ecamaslas poblaciones menos
representadas. De este modo, se seleccionaronatoadures excluyentes y
el “padre” de ambos para el laser rojo. EI marc&ida5 que presenta una
fuerte intensidad de sefal se alejo lo maximoeaktbrde marcadores. Para el
marcaje deaf} y yo se utilizé la fluorescencia PE que conociamos que
presentaba una intensidad de sefal adecuada. &l ggmmarcaje final lo

podemos ver en la tabla 3.4.
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Apoptosis linfocitaria segin receptor TC#-y TCR-y3 en sujetos sanos

AnV  aB CD45 TAA CD CD8 CDA4 CD3 CD62L CDA4t
D 56
RA
AnV v CD45 TAA CD CDg CD4 CD3 CD62L CD4t
D 56
RA

Tabla 3.4: Monoclonales utilizados en el amgli€ los estados funcionales.

3.5.5 Determinacién de la positividad para la anexina-V mediante

peréxido de hidrdgeno.

Para determinar el punto de corte donde comienzediitividad de la
anexina V, se realiz6 una induccién de la apop@sisa muestra de sangre
periférica que se habia enriquecido en linfocitmsgd proceso de separacion
por gradiente de densidad. Se indujo la apoptEndo a los linfocitos con
distintas concentraciones de peréxido de hidroge@bomM, 50mM y 500
mM) durante 15 minutos. Las figuras 3.3, 3.4, 3%, y 3.7 muestran el
aumento en el porcentaje de células positivas pagxina V (células que
expresan en la membrana residuos de fosfatidisgpior estar en apoptosis)

segun aumenta la concentracion de peréxido dededmen el experimento.
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BASAL [LINFOCITOS] BASAL
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Fig. 3.3 FS/SS de la muestra. Fig. 3.4 % de células anex.V + basal
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Fig.3.5. % de células anex. V positivas a una cainaeion 25 mM de

peroxido de hidrégeno.
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[LINFOCITQS] H202 50mM [LINFOCITOS] H202 500mM
10001 APEXINA Y + ; 94.74% 1000+ ANEXINA V + : 98.41%
200 300
600 #00-]
A A
400 400
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¥ _
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10° 10 100 108 10° 107 10 10°
anexina-FITC anexina-FITC

Figs. 3.6 (izda.) y 3.7 (dcha.) % de células ahepositivas a una concentracién 50
mM y 500 mM de peréxido de hidrégeno respectivamen
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3.6 Separacion por gradiente de densidad

La separacion por gradiente de densidad es uneaégeara separar
células mononucleares de sangre periférica (CM®P)tdas células de la
sangre.

Para el proceso hemos utilizado el reactivo Fiealljue (GE
Healthcare Bio-Sciences AB). Durante la centrifigag400 g durante 25
minutos) se forman capas, donde el sedimento estdaflo por células
polimorfonucleares y glébulos rojos que han migradiaveés de la gradiente
de densidad. Por encima estaria otra capa conéigpe al Ficoll-Paque que
es menos denso, y encima estaria otra capa filasopate que serian las
CMSP, finalmente sobre esa capa estaria las pxjyeel plasma que se

pueden eliminar en los siguientes lavados (fig). 3.8

Sangre Plasma
[ cMmsP
Ficoll
Ficoll Granulocito
Sangre

Fig. 3.8. Representacién de un gradiente de fuadlue. Adaptado de
Zhonghua Lin y col (108).
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Para la realizacion del mismo se emplea el progr@RfaS version
17. Los estadisticos descriptivos se expresan doseoencias absolutas y
relativas para las variables categoéricas y comaasgchediana, desviacion

tipica, minimo y maximo las variables continuas.

Se comprueba la asuncion de distribucion normal (zex variables
continuas mediante pruebas gréficas y la pruelf@biBogorov-Smirnov con
la correccion de la significacion de Lilliefors. &do se asume normalidad
se utiliza la prueba t de Student para comparamiedias de las variables
cuantitativas. En caso de no aceptarse la hipdatesisrmalidad de la variable

cuantitativa se utiliza la prueba no paramétricdeUMann-Whitney.

Se ha determinado la cifra de leucocitos, linfagitaeutrdfilos,

monocitos, eosindfilos, basoéfilos, hemoglobinaggpletas.
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A continuacion, se detallan las variables fenotipiestudiadas para

cada poblacién celular.

- CD45+ (%): Antigeno panleucocitario que permitentifigar el
porcentaje de linfocitos presentes en la muestra.

- CD3+ (%): Esta variable cuantifica el porcentajecérilas CD3
positivas (LT) sobre la poblacion linfoide total.

- CD3+CD4+CD8- (%): Porcentaje de LT CD4 positivos, vy
negativos para el CD8 sobre la poblacion linfomtalt

- CD3+CD4-CD8+ (%): Porcentaje de LT CD8 positivos y
negativos para el CD4 sobre la poblacion linfoatalt

- CD3+0f (%): Porcentaje de LAP positivos sobre la poblacion
linfoide total.

- CD3H0 (%): Porcentaje de Lyd positivos sobre la poblacion
linfoide total.

- CD3+CD4+af3 (%): Porcentaje de LT positivos para el CD4 que
coexpresaif3 sobre la poblacion linfoide total.

- CD3+CD8+[ (%): Porcentaje de LT positivos para el CD8 que
coexpresamf sobre la poblacion linfoide total.

- CD3+CD4+#0 (%): Porcentaje de LT positivos para el CD4 que
coexpresand sobre la poblacion linfoide total.

-  CD3+CD8+#pd (%): Porcentaje de LT positivos para el CD8 que

coexpresand sobre la poblacion linfoide total.
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CD3+CD56% (%): Porcentaje de LT positivos para el CD56
(NKT) que coexpresanf3 sobre la poblacion linfoide total.
CD3+CD56+9 (%): Porcentaje de LT positivos para el CD56
(NKT) que coexpresayd sobre la poblacion linfoide total.
CD3+u[3+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naiu@
positivos sobre la poblacion linfoide total.
CD3+0+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naiyd
positivos sobre la poblacién linfoide total.
CD3/CD4+3+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naive
positivos para el CD4 que coexpresad sobre la poblacién
linfoide total.

CD3+CD8+#p+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naive
positivos para el CD8 que coexpress sobre la poblacion
linfoide total.

CD3+CD4+0+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naive
positivos para el CD4 que coexpresgnsobre la poblacion
linfoide total.

CD3+CD8#d+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naive
positivos para el CD8 que coexpresgnsobre la poblacion
linfoide total.

CD3+CD56+p+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT
naive positivos para el CD56 (NKT) que coexpras@rsobre la

poblacién linfoide total.



CD3+CD56+0+CD45RA+CD62L+ (%): Porcentaje de LT naive
positivos para el CD56 (NKT) que coexpresgn sobre la
poblacion linfoide total.

CD3+a+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de memoria
centralaf3 positivos sobre la poblacidn linfoide total.
CD3+0+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de memoria
centralyd positivos sobre la poblacién linfoide total.
CD3+CD4+#3+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD4 que coexpragasobre

la poblacién linfoide total.

CD3+CD8+#p+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD8 que coexpragasobre

la poblacién linfoide total.

CD3+CD4+0+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD4 que coexprgdaobre
la poblacién linfoide total.

CD3+CD8#d+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD8 que coexprgdaobre
la poblacién linfoide total.

CD3+CD56-63+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD56 (NKT) quexgesan
af3 sobre la poblacién linfoide total.
CD3+CD56+0+CD45RA-CD62L+ (%): Porcentaje de LT de
memoria central positivos para el CD56 (NKT) quexqgomesan

yd sobre la poblacion linfoide total.
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CD3+u[3+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de memoria
periféricaaf3 positivos sobre la poblacién linfoide total.
CD3+yd+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de memoria
periféricayd positivos sobre la poblacion linfoide total.
CD3+CD4+#p+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD4 que coesgnof
sobre la poblacion linfoide total.
CD3+CD8+#3+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD8 que coespnof3
sobre la poblacion linfoide total.
CD3+CD4#d+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD4 que coesanyd sobre
la poblacién linfoide total.

CD3+CD8+0+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD8 que coesanyd sobre
la poblacién linfoide total.

CD3+CD56+3+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD56 (NKT) goexpresan
of3 sobre la poblacion linfoide total.
CD3+CD56+0+CD45RA-CD62L- (%): Porcentaje de LT de
memoria periférica positivos para el CD56 (NKT) goexpresan
yd sobre la poblacion linfoide total.
CD3+u[3+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de LT TEMRfB

positivos sobre la poblacion linfoide total.



CD3+0+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de LT TEMRA

positivos sobre la poblacién linfoide total.
CD3+CD4+#3+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de
TEMRA positivos para el CD4 que coexpresa sobre
poblacién linfoide total.

CD3+CD8+#3+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de
TEMRA positivos para el CD8 que coexpresa sobre
poblacion linfoide total.

CD3+CD4+0+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de
TEMRA positivos para el CD4 que coexpresagn sobre
poblacién linfoide total.

CD3+CD8#d+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de
TEMRA positivos para el CD8 que coexpresgn sobre

poblacion linfoide total.

LT

la

LT

la

LT

la

LT

la

CD3+CD5663+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de LT
TEMRA positivos para el CD56 (NKT) que coexpresgnsobre

la poblacién linfoide total.
CD3+CD56+0+CD45RA+CD62L- (%): Porcentaje de

LT

TEMRA positivos para el CD56 (NKT) que coexpresarsobre

la poblacién linfoide total.
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RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1 Valores demograficos

Para el analisis de la apoptosis en las subpoblesilinfocitariasi3
y ¥d se incluyeron un total de 74 voluntarios adultrsos entre los afios 2014
y 2015. La edad media de los participantes fueGg@4s+ 17,5 afios, con un
minimo de 16 y un méximo de 90 y la distribucién gexos fue de 44 (59,5%)
mujeres y 30 (40,5%) varones. Se distribuyeronsaviduntarios en tres
grupos de edad, jévenes (<30, n=11), adultos (306401) y adultos mayores
(>61, n=22) (Fig. 4.1y 4.2).

60
50
40
30
20
10

Mujeres Hombres

Fig. 4.1 Distribucion por sexos de los voluntarios
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Fig. 4.2 Distribucion por edades de los voluntarios

Los valores medios obtenidos en el hemogramacsgee en la tabla

Tabla 4.1. Hematimetria media

Media D.E.
Leucocitos 6,8 1,9
Neutrofilos 4,2 1,7
Linfocitos 1,9 0,6
Monaocitos 0,5 0,2
Eosindfilos 0,2 0,1
Basofilos 0,0 0,0
Plaguetas 224 51




Para determinar las poblaciones dedy yd se siguié un modelo
de seleccién secuencial a partir de la poblaciofoidie adquirida en el
histograma CD45/SS, habiendo eliminado previamlest@osibles dobletes
a partir del histograma TOF/FS, que relacionaeghfio que tarda en pasar
una célula por el punto de interrogacion del cittbsacneon el tamafio celular,
de modo que podemos discriminar las células quenpasidas y serian falsos
positivos. La secuencia de figuras que sigue, maksestrategia seguida para

calcular los porcentajes de cada subpoblacionzaakai

La fig. 4.3 muestra el histograma TOF/FS y la regiéleccionada

gue sirvié para el analisis, eliminando la podilsiti de dobletes.

[Ungated] FS TOF / FS INT
1000 T |

A

800+

600+

FS INT

200+

o T T T T T
i} 200 400 600 800 1000

FS TOF

Fig. 4.3. Representacion de la regién seleccionadeelimina la presencia

de dobletes.
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

La fig. 4.4 muestra el histograma SS/FS, para cobgrque la
poblacién ha sido lisada correctamente.

Fig. 4.4 FS/SS

La fig. 4.5 muestra el histograma CDA45 frente alaSSartir de las
células seleccionadas en el histograma anterioF{$8). La region marcada
con menor SS y mayor intensidad de fluorescencieos@sponde con los
linfocitos. El resto de poblaciones linfocitariasabzadas, las definimos a
partir de esta region. La fig. 4.6 muestra el lgsima CD3/anti-TCRp,
donde pudimos seleccionar la primera variable destno analisis:
CD3+/aB+, mientras que la fig. 4.7 muestra el histograrda/@nti-TCRD,

de donde seleccionamos la poblacion Cp&#+/
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[CD3+/TCR-ab+] [CD3+/TCR-gd+]
anexina-FITC / TAAD i anexina-FITC / 7TAAD
10F = 10
I i2 1 |1z
APOPTOSIS TARDIA : 0.39% APOPTOSIS TARDIA : 0.19%
10° o : 10° o
% 7 % 107 4
;-'.(i. 10 -'-(i. I
13 4 3 14
1074 g 1074
APOPT()SIS TEMPRANR : 12.64% APOPT(QSIS TEMPRANR : 17.45%
1 10 0 10 10e w0 1w 10
anexina-FITC anexina-FITC
Fig. 4.8 Apoptosis L3 Fig. 4.9 Apoptosis &

La fig. 4.8 y 4.9 muestras el histograma AnexindR//reflejando el

porcentaje de células en apoptosis de la poblaCbB8+a3 y CD3+H0

obtenidas en las selecciones anteriores.

El analisis de los porcentajes obtenidos paradbkapiones CD3ef3
y CD3+yd muestra un aumento de los linfocitg$ respecto & (en azul) en
sangre periférica como se demuestra en otros estydimencionados (Fig.
4.10). En rojo, se representa el porcentaje ddasthjue se encuentran en

apoptosis para las poblaciones deaTy LTyd. Como podemos observar,
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existe un aumento del porcentaje de apoptosis ®pdalaciones menos

representadas en sangre periféricay@).T

90

80 69,6
70
60
50
40 17,5
30
0 p<0,001 p<0,001
10 32 36
. - —_—
CD3ab % CD3 gd % CD3 ab CD3 gd
APOPTOSIS APOPTOSIS

Fig. 4.10 CDap vsCD3+

Este aumento, en mayor o menor medida ocurre eas téas
subpoblaciones estudiadas: Ch®+ CD3+CD4+3, CD3+CD8%f y
CD3+CD56+3.

La fig. 4.11 muestra el histograma CD4/CD8 conirithucion de
los LTa seleccionados en los histogramas anteriores, gadas las regiones
donde se seleccionaron las nuevas poblaciones d@esisnLa fig. 4.12
muestra los histogramas Anexina V/ IP, reflejaridmecentaje de células en
apoptosis de cada poblacion.
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[CD3+/TCR-ab+]
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Fig. 4.11. LT CD4+Yy
CD8+ TCRap+.
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[CD3+/CDB+/TCR-ab+]
anexina-FITC / 7AAD

|i2
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0
anexina-FITC
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100 108

Fig. 4.12. Apoptosis LT CDép (izda.) y LT CD8-+[ (dcha.)
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La fig. 4.13 muestra el histograma CD4/CD8 conifrihucion de

los LTyd seleccionados en los histogramas anteriores, gatas las regiones

donde se seleccionaron las nuevas poblaciones d@eisn También se

muestran los histogramas Anexina V/ IP, reflejaatporcentaje de células
en apoptosis de cada poblacion.
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10F
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1074
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Fig. 4.13 Apoptosis de LT
CD4+#dy LT CD8#/0
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

La fig. 4.14 muestra los porcentajes de LT CB@y CD4#dy LT
CD8+uf3 y CD8+o.

Por el contrario, al igual que veiamos en la pobtacCD3+3 y
CD3+9, la apoptosis en sangre periférica es signifieatente mayor en los

yd respecto a loaf (en rojqg.

100 58,5
90
80
70
60 474 p<0,00 30,5
50 p<0,001 p<0,00
40 p<0,001 21,3 ’
30
20 4,0 i 6,8
10 0,05 1,2
0 — ; X ‘
oo olo Nl NSl olo Q Nl Nl
S O S S X S & S
$ ¢ L L & I € L
NS > >
»° » ° @
% oY% oY S

Fig. 4.14 CD3+CD4&B vsCD3+CD445 y CD3+CD8t vsCD3+CD8+5

Por altimo, ocurre un fendbmeno similar si analizarnas poblaciones
CD3+CD56x3 y CD3+CD56+0. La fig. 4.15 muestra los histogramas de LT
CD56+0f y LT CD56+yd y marcadas las regiones donde se seleccionaron
estas poblaciones. Las fig. 4.16 y 4.17 muestramikktogramas Anexina V/

IP, reflejando el porcentaje de células en apoptibsicada poblacion.
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Fig. 4.15 LT CD56+ (lzquierda) y LT CD56+03+y LT
CD56+Y0+ (Derecha).
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Fig. 4.17 Apoptosis LT CD56+0[3
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Apoptosis linfocitaria segun receptor TCip-y TCR-yd en sujetos sanos

La fig. 4.18 muestra los porcentajes de LT CDHBYy CD56+#0 y el

porcentaje de apoptosis correspondiente.

17,5
45

40
35

30

25 9,6
p<0,02

20
15

10
2,2 1,3

5
0 1 -
CD56 ab % CDS6 gd % CDS6 ab CD56 gd
APOPTOSIS ~ APOPTOSIS

Fig. 4.18 CD3+CD56&f vs CD3+CD56+0

4.3 Estados funcionales de las subpoblaciones linfocitarias

aBy ydy su apoptosis

Para realizar el estudio del porcentaje de lodestéuncionales de
cada subpoblacién y su respectiva apoptosis, flategia de andlisis seguida

fue la misma descrita hasta el momento.

Partiendo del histograma TOF/FS se seleccionarllagwélulas que
no son dobletes, y se aplica esta region al hizstogrCD45/SS. Partiendo de

la region delimitada para los linfocitos, se ohtientodo el resto de
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poblaciones. Las fig. siguientes muestran ejemgiéota estrategia de gateo
secuencial aplicada para obtener los estados fusle®

[Ungated] F5 TOF / FS INT [A] CD45-KrQ / S5 INT

& 10004
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Fig. 4.19. Secuencia de gateo para la poblaciomaB3
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LT CD3+aBy LT CD3+H0

Observamos un aumento de los linfocitos C@3€n estado naive
respecto de logd, que por el contrario presentan un aumento resuiectos

of en estado efector terminal (TEMRA).

Respecto al porcentaje de apoptosis, podemos vep @n los
diferentes estados funcionales, la apoptosis detéada en los linfocitos

CD3+y0d respecto de losp (fig. 4.23).

Estas diferencias han sido estadisticamente sigtiifas para todas

las parejas de poblaciones analizadas.
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Fig. 4.23. Estados funcionales y su apoptosisslénfocitos CD3+d+ vs
CD3+A0+.
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LT CD4+aBy LT CD4+HS

Observamos un aumento de los linfocitos CD3+Qiften estado
naive respecto de I8, que por el contrario presentan un aumento respect

de losaf en estado efector terminal (TEMRA).

Respecto al porcentaje de apoptosis, podemos vep @n los
diferentes estados funcionales, la apoptosis dstéada en los linfocitos
CD3+CD4+0 respecto de loaf3, excepto en estado naive, donde no hemos

encontrado apoptosis (fig.4.24).

Estas diferencias han sido estadisticamente sigtiifas para todas
las parejas de poblaciones analizadas, exceptégsdrd CD4+a3+ memoria
central vs CD4yd+memoria central, tanto para el porcentaje de kdgotn
como la apoptosis, y en el porcentaje de la pama€iD4+ap+ memoria

periférica vs CD4yd+memoria periférica.
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Fig. 4.24. Estados funcionales y su apoptosis siérfocitos

CD3+/CD4+hf+ vs CD3+/CDA-+5+.
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LT CD8+aBy LT CD8+5

Observamos un aumento de los linfocitos CD3+QifB€n estado
naive respecto de I8, que por el contrario presentan un aumento respect
de losaf en el resto de estados funcionales: memoria deptférica y
TEMRA.

Respecto al porcentaje de apoptosis, podemos vep @n los
diferentes estados funcionales, la apoptosis dstéada en los linfocitos
CD3+CD8+0 respecto de loaf3, excepto en memoria periférica, donde no

hemos encontrado apoptosis (fig.4.25).

Estas diferencias han sido estadisticamente sigtiifas para todas
las parejas de poblaciones estudiadas excepto farapoblacion

CD3+CD8+a3 memoria centrays CD3+CD8+0 memoria central.
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£6'€9

- 06

Fig. 4.25. Estados funcionales y su apoptosis de linfocitos

CD3+/CD8+bf3+ vs CD3+/CD8+Hfd+.
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LT CD56+aBYy CD56+/05

Observamos un aumento de los linfocitos CD3+CfHen todos

los estados, excepto en memoria periférica respuiectosyd.

Respecto al porcentaje de apoptosis, podemos vep @n los
diferentes estados funcionales, la apoptosis detéada en los linfocitos
CD3+CD56+0 respecto de losp (fig.4.26).

Estas diferencias han sido estadisticamente sigtiifas para todas
las parejas de poblaciones analizadas, excepfoolat@sis de los linfocitos
CD3+CD56+ naivevs CD3+CD56+d naive.
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Fig. 4.26. Estados funcionales y su apoptosis slérffocitos CD3+/CD56+(p+ vs

CD3+/CD56+3+.
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Respecto al estudio de posibles diferencias reladias con el sexo,
como podemos ver en la fig. 4.27 hemos encontradawmento en las
mujeres en el valor medio de los linfocitos Cog+y CD3+CD4+(3,
mientras que existe un valor medio menor en laserasjen los linfocitos
CD3+CD8+ap y CD3+CD56+4p.

Respecto al porcentaje de apoptosis, podemos wew,c contrario
de las poblaciones analizadas, los valores de egiepstan disminuidos en
las mujeres respecto a los hombres en los linfeci@D3+af y
CD3+CD4+4a3, mientras que estd aumentadas en los linfocitos

CD3+CD8+f y CD3+CD56+1.

Estas diferencias han sido estadisticamente sigtiifas para las
poblaciones CD3af3 y CD3+CD4+[3 (p=0,05), como ya habiamos descrito

en un estudio previo.

Respecto a los L0 (fig.. 4.28), no observamos diferencias entre el
sexo ni para el porcentaje o valores absolutgsana la apoptosis encontrada

en cada grupo.
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Fig. 4.27. Porcentajes y apoptosis de las subpiolnleso 3 respecto al sexo.
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Fig. 4.28. Porcentajes y apoptosis de las subpiollasyd respecto al sexo.
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Respecto a la edad, la fig. 4.29 muestra una digidn en los
linfocitos CD3+CD4+#3 y CD3+CD8+3 en los grupos de mayor edad,
mientras que observamos un ligero aumento de méacltos CD56+4 a
medida que aumenta la edad. Se observa tambiémmenéo de los linfocitos
CD3+CD56+ en el grupo de individuos de mas edad. Tratandesk
apoptosis, no observamos ningun patron diferentepgadamos asociar a la
edad.

Las diferencias observadas son estadisticamemtdicagjvas en las

siguientes poblaciones:
CD3+up:
Grupo de 0-3@s31-60, p<0,001
Grupo de 0-3¥s61-100, p=0,005
Grupo de 31 a 60s61 a 100, p=0,03
CD3+CD4+a3:
Grupo de 0-3@s61-100, p=0,018
CD3+CD8+ap:
Grupo de 0-3%s31-60, p=0,009

Grupo de 0-3¥s61-100, p=0,001
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Fig. 4.29. Porcentajes y apoptosis de las subpiolnleso3 respecto a la edad.
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Referente a los Ly (fig.. 4.30), observamos una disminucién con la
edad en los CD3® y una ligera tendencia a aumentar en los linfscito

CD3+CD840.

Respecto a la apoptosis, se observa aumentadaselnfacitos
CD3+y en el grupo de individuos de mas edad, asi como<linfocitos

CD3+CD840.

Estas diferencias son estadisticamente signifeesaiiwn las siguientes

poblaciones:
CD3+yo:

Grupo de 0-3@%s31-60, p=0,037
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Fig. 4.30. Porcentajes y apoptosis de las subpioblesyd respecto a la edad.
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El analisis de las relaciones en la apoptosis ediferentes
subpoblaciones, muestra uniones estadisticamengtéficativas en las

siguientes parejas:

APOPTOSIS CD3+y3 | CD3+CD4+3 | CD3+CD5645
CD3+0oB |p=0,002] p=0,001 p=0,007

APOPTOSIS | CD3#0 |CD3+CD4#d
CD3+CD4+ | p=0,01 p<0,001

APOPTOSIS | CD3+d | CD3+CD4+3| CD3+CD843 | CD3+CD5643

CD3+CD8-ap | p<0,001] p<0,001 p=0,001 p=0,002
CD3+ | CD3+CD4+ | CD3+CD8+ | CD3+CD56+
APOPTOSIS % > > >
CD3+CD56%
B p<0,001| p<0,001 p<0,001 p<0,001
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Este es el primer trabajo en el que se descrilb@ntifica la apoptosis
en LTaB y LTyd en un niumero importante de adultos sanos y gquedagona,

ademas, con el estado funcional linfocitario.

Durante décadas, los k3 han generado cierto desconcierto debido a
su preponderancia en los tejidos periféricos stzbeangre periféricay a la
presencia de fenotipos activados y de memoria nitayi@amente, asi como
por su capacidad para reconocer un amplio reperderantigenos, alguno de

los cuales no requieren ser procesados por el MHC.

Por otro lado, también presenta dificultades aldigtde este tipo
celular, pues la mayoria de los linfocitos debenasgados de los tejidos
(especialmente en humanos) y, ademas, no existgranaghomologia entre
los LTyd de humanos y de otros modelos animales, comogjeanplo, el

raton.

Recientemente, Tyler y colaboradores (109) demmsirala
colaboracién entre los Lyo de sangre periférica y otras células implicadas en
la respuesta inmune, actuando como puente entrenianidad innata y la
adaptativa mediante la activacion y diferenciaclérdistintos tipos de APC,

e incluso, actuando en ocasiones ellas mismas @@ o allanando el
camino a otras células efectoras de la respuasiani@ y contribuyendo a la

memoria inmunitaria a largo plazo.
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El receptor FAS (CD95), es una proteina de supexdan un dominio
citoplasmético de "muerte celular" conservado, iogglo en la apoptosis
celular. Matsumoto y colaboradores (110) estudiandgrupo de pacientes
en hemodidlisis demostraron que los 1 tenian mayor expresion del
receptor FAS en la membrana celular que losdfl tanto en controles
normales como en pacientes en hemodialisis. Estdgmdicar que los LT
vd son mas susceptibles o estan mas preparados garudrte celular

programada que los Ldp.

En la misma linea se orientan los resultados detesis. En primer
lugar, el aumento significativo de la apoptosisoei@do en nuestro estudio
en las células Tyé con respecto a las célulasaB en sangre periférica
concuerda con la escasa prevalencia de logldn la sangre con respecto a
las células Tof}, y con el hecho de que su constante contacto leameatos
antigénicos las hace entrar en apoptosis con nmagatez. Es bien conocido
que, tras el estado de activacion y su posteriaidum efectora, la mayor parte

de los linfocitos entra en apoptosis y muere.

Como vimos en la introduccion, el fenotipo mayaiitadel TCR
LTyd en el adulto sano es ey®32. Pero no siempre es asi. Desde el
nacimiento y hasta los 7 afios, hay un incremental @dmero de los Lyb
Vy9V3s2, sin hallarse una oleada de expulsion de nuaviogitos en el timo.
Parece ser que existe una expansion por contactims@ntigenos (111). El
fenotipo que expresan estos linfocitos mayoritagiai® es CD45RA-
(fenotipo de memoria), en contraste con los quernamos en la sangre de
cordon umbilical (CD45RA+). Este fendmeno demuestize tienen

capacidad efectora inmediata, a la vez que sonceapde generar una
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respuesta de memoria tras la infeccion (111). essltados obtenidos en este
trabajo presentan datos muy similares a los ammeeiote descritos. La
poblacion ¥ presenta mayoritariamente fenotipo efector y denan&. Este
fendmeno ocurre tanto en los CD3+CH&€omo en los CD3+CD8#®, que

no habian sido descritos hasta el momento.

En ratones se ha investigado la esperanza de eidasdLTyd en
comparacion con los LaB. Los LTyé tienen un recambio mucho mas répido,
tanto durante su desarrollo en el timo, como emstancia en los tejidos
linfoides periféricos. Ademas, el fenotipo es deivacion y memoria,
encontrandose pocas en estado naive (112). De hntmdos los datos
confirman los hallazgos del presente trabajo, aquellas células ¥ estan
en constante apoptosis y recambio con respects aélalas Taf, muy
probablemente por un mayor contacto antigénico, jmorque estan
mayoritariamente en estado de activacion, con asceélulas naive. Esto
supone que los Lyb tienen una funcion fundamental como células en

constante actividad inmunitaria.

Respecto a los cambios ocurridos durante la innanmessencia,
como ya habiamos comentado en la introducciorintiistgrupos de trabajo
han publicado diferentes resultados relativos adiEminucion en los
porcentajes de las diferentes subpoblaciones Itaftas (65—70). En un
trabajo previo de nuestro grupo observamos un desa los porcentajes de
linfocitos CD3+ tanto L§f como LTyd a partir de la década de los 60 afios.
Sin embargo, los LTCD8+, tantfy comoyd, mantenian unas cifras parecidas
a lo largo de la edad (64). Los resultados delemtestrabajo confirman la

mayoria de los resultados previamente obtenidosunanserie diferente de
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voluntarios, mostrando en este nuevo trabajo usraiducion también de la
subpaoblacion CD3+CD&x#8.

Estudios previos habian relacionado un aument@ d@g@dptosis en
los LT de los individuos de mas edad (73-77). EEstemento en la apoptosis
seria debido a un aumento de moléculas pro-apoasdli un descenso en
moléculas anti-apoptoéticas. En nuestro trabajo monds encontrado
diferencias significativas al comparar los distngpupos de edad analizados
o las subpoblaciones de &ff (tanto CD4+ como CD8+), si existiendo un
aumento de la apoptosis, sin embargo, en lo@.LEsta discordancia entre
trabajos anteriores y la presente tesis, podrisgexgaicada por el limitado
namero de voluntarios reclutados en los gruposd#& enas joven y mas
anciano (11 y 22 voluntarios respectivamente) aSmveniente aumentar el
tamafio muestral en un trabajo posterior, para roafi o refutar los
resultados obtenidos. Asi mismo, el reducido nlrdersdividuos en estos
grupos no nos ha permitido realizar el analisiadéstico de la apoptosis en
los estados funcionales de los linfocitos por gsupmedad, ya que se requeria
un nimero mayor de individuos para que los resodtadtcanzaran verdadera

significacion.

Por ultimo, haciendo referencia al sexo, hemos icoatlo los
resultados obtenidos por nosotros en un trabajaqranalizado ya en la
presente tesis (64), encontrando valores signifemaiente mas elevados en
las mujeres de los AP y LTCD4+ap. La presencia de valores mas elevado
de LT CD3+ y CD4+ en mujeres ya habian sido descéh una poblacion de
adultos sanos italianos, pais muy cercano al rwestn formas de vida

parecidas a nuestra poblacion de estudio (69).6R&s la apoptosis de los
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LTapB y LTyd, no hemos encontrado diferencias significativas l@n

porcentajes de apoptosis para cada subpoblacién.

Como hemos comentado en la introduccion de la ptestesis
doctoral, todos los LT incluyen en la superficieldenembrana celular el
receptor del TCR asociado al complejo CD3. No otistaentre todo el
conjunto de células T, encontramos una subpoblapemticular que se
caracteriza por expresar marcadores tipicos decdadas NK. Son las
denominadas células NKT. Esta subpoblacién de ditds, caracterizada
por la coexpresion del TCR y la molécula NK1.1 (6D}, se describié en
1987 en ratones C57BL6 (113). Las células NKT priese actividad
citotoxica, contribuyen a la eliminacion de célulasfectadas por
microorganismos, participan en el rechazo de &sptantes y en el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. Son capaces de elim@haas diana
induciendo la apoptosis mediada por el sistemagak/ Existen muy pocos
estudios que valoren los porcentajes de este sutglplar y menos adn si nos
referimos a las subpoblaciones de células NIBF y NKT yd+. No hemos
encontrado diferencias significativas, aunque aitaitendencia a existir un
aumento de las NK@[3+ respecto de las NKo, que ademas tienen mayor
porcentaje de apoptosis, con diferencia estadisénte significativa en este

caso.

Todos estos datos sugieren que logd, Tomo ya se ha mencionado
anteriormente, forman parte de un sistema inmumnmd&perpuesto entre la
inmunidad innata y la adquirida. Estas célulasnestéconstante contacto con
sustancias medioambientales, identificando posibfEtdgenos para

presentarlos a otras células o eliminarlos (célulasyd activadas),
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memorizando su estructura antigénica para postsrantactos (célulasy®

memoria), funciones estas ultimas relacionadadacoimunidad adquirida.

El hecho de la privilegiada localizacion de lasutad Tyé en las
mucosas, entre las células epiteliales, en pritireza de defensa, les confiere
unas caracteristicas inmunoldgicas innatas acocdes estos resultados

encontrados experimentalmente.
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Al comparar los valores de apoptosis entre logfl.y LTyd hemos
encontrado  diferencias estadisticamente  signifiaati que

demuestran un aumento de la apoptosis en esto®slti

Esta apoptosis aumentada se encuentra en casildsdasblaciones
analizadas: CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ y CD3+CD56+.

No hemos encontrado un aumento significativo dipltaptosis entre
las distintas subpoblaciones analizadas, en lowidwbs de mas
edad, que justifigue la disminucién de estas patt@s con el

envejecimiento.

No hemos encontrado diferencias significativas aeapoptosis

relacionada con el sexo.

Hemos encontrado una relacion entre los estad@sofuales de los
LT y la apoptosis. Los Ly se encuentran principalmente en estado
de memoria y efectores, con una apoptosis increxdantespecto a
los LTap. Este dato sugiere que losydlse encontrarian en un estado
de activacion constante que los mantendria dispsipstra participar
en las respuestas inmunitarias de su competenain, gonstante

actividad.
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HOJA DE INFORMACION AL VOLUNTARIO.

Titulo del estudio: Apoptosis linfocitaria seg@teptor TCRef y TCR-yd
en sujetos sanos

Promotor: Dr. Juan Carlos Andreu Ballester

Cdbdigo del ensayo: APO-01-2015

¢ Por qué hacemos este estudio?

Hay dos motivos fundamentales que justifican estadi. El primero el
conocimiento inmunoldgico basico de la posible réifigia en la apoptosis
entre ambas subpoblacionesfy y5.

Y segundo, los estudios clinicos que involucramsalinfocitos segun sus
receptores TCRfi y TCR«d son escasos, pero van en aumento. Entre ellos
la inmunodeficiencia congénita o adquirida es ufetolm del estudio,
involucrando la apoptosis como mecanismo de aquella
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¢ Por qué han pensado en incluirle en el estudio?

Hasta el momento actual no se ha estudiado la @giepn sujetos sanos en
namero extenso de pacientes. Seria muy convergértenocimiento de la
apoptosis en personas sanas como medio de comtrdhse diferentes
patologias estudiadas en un futuro.

¢, Qué le pedimos que haga?

Su participacion en el estudio es totalmente vahismt Un médico se pondra
en contacto con Ud. Le pedimos que done una mussgangre para estudios
del sistema inmunitario. Durante el ensayo seaerln a cada voluntario una
muestra de sangre (aproximadamente 10-15 ml). Lestmas se analizaran
en los laboratorios de Hematologia y Citometri&ld¢p del Hospital Arnau
de Vilanova. Las caracteristicas de los analisizados no permiten que las
muestras puedan almacenarse, por lo que una vézadss todas las
determinaciones, el sobrante de sus muestras (gildiere) serd destruido
conforme a la reglamentacion en vigor.

Durante el ensayo se realizaran los siguientdisana

Calculo de las subpoblaciones linfocitarias: aiT LT CD4+af3, LT
CD3+CD8+af3, LT CD56+f3 y LTyd, LT CD4+#0d, LT CD8#0, LT
CD56+0.

- Proporcion LT virgenes y T de memoria.
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- Apoptosis

- Hemograma

Todos los datos personales se guardaran de fordifecada.

¢,Qué pasara con la muestra?

Una vez realizadas todas las determinacionespehste de sus muestras (si
los hubiere) sera destruido conforme a la reglaaw#m en vigor.

¢ Existen riesgos o efectos secundarios?

Las muestras de sangre se recogeran durante isisadélsangre habitual del
ensayo. Los posibles efectos adversos son loosigle una extraccion de
sangre por venopuncion.

¢ Cual es el beneficio para mi de la cesion daukestra de sangre?

Usted no obtendra ningun beneficio directo perimvastigacion podria ser
atil para futuros pacientes. Teniendo en cuental@uevestigacion tardara
algun tiempo hasta las conclusiones finales, nibirdcningan resultado del
analisis.
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¢, Como se protegera mi privacidad?

Para garantizar la privacidad de su identidad geda muestras se etiquetaran
con un numero en vez de con su nombre. Estas rasesstaran en
consonancia con su informacién sanitaria del estidh se haran analisis de
otras enfermedades genéticas. No se le comunitesaesultados de este
andlisis. Tampoco quedara constancia en sus dotosnemedicos. Los
estudios como este solo proporcionan informaci@ncacde las razones de la
aparicion de las enfermedades en grupos espedmalgscientes.

Los investigadores mantendran la confidencialidadsus datos sanitarios
recabados conforme a lo establecido en la leg&Blaggente en Espafia en lo
relativo al tratamiento de muestras bioldégicasenstigacion (LIB14/2007 y
RD 1716/2011).

Los datos obtenidos en estas investigaciones f@meporcionaran porque
se consideran exploratorios y/o preliminares. Estiere decir que no estan
pensados para tomar decisiones clinicas y que lmenddtilizarse para guiar
su diagndstico, pronostico o cuidado médico. Exaslo de que usted lo
solicite, se le podra facilitar informacioén geneaakrca de los estudios de
investigacion en los que hayan utilizado las masstr

Si abandona el ensayo, se puede seguir usandotaation recabada sobre
usted hasta ese momento.

150



CONSENTIMIENTO INFORMADO

Datos del participante

Nombre:

Persona que proporciona la informacién y la hojaaiesentimiento

Nombre:

1. Declaro que he leido la Hoja de Informacion aluvitario sobre el estudio
citado y acepto participar en él.

2. Se me ha entregado una copia de la Hoja dentafién al Voluntario y

una copia de este Consentimiento Informado, fecldtmmado. Se me han
explicado las caracteristicas y el objetivo daldisty los posibles beneficios
y riesgos del mismo.

3. Se me ha dado tiempo y oportunidad para reghimguntas. Todas las
preguntas fueron respondidas a mi entera satisfacci
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4. Sé que se mantendrd la confidencialidad de atisd

5. El consentimiento lo otorgo de manera voluntsrigé que soy libre de
retirarme del estudio en cualquier momento del mjgpor cualquier razon.

DOY _

NO DOY _

Mi consentimiento para la participacion en el estylopuesto

Fecha: Firma del paciente:

Hago constar que he explicado las caracteristiedopjetivo del estudio y
sus riesgos y beneficios potenciales a la persoy@mombre aparece escrito
mas arriba. Esta persona otorga su consentimiesttangdio de su firma
fechada en este documento

Fecha:

Firma del Investigador o la persona que proporcianaformacion y la hoja
de consentimiento:
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