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RESUMEN

El envejecimiento es un conjunto de cambios deteriorantes postmaduracionales que
implican una vulnerabilidad a los retos y una disminucion en la habilidad del
organismo para sobrevivir. Estos procesos degenerativos, de comienzo temprano y
progresion lenta, debilitan severamente a los seres humanos, de modo que algunos
mueren antes de alcanzar la esperanza de vida de la poblacién. Numerosos
estudios demuestran que no es un proceso de causa Unica, sino el resultado de una
compleja asociacion de modificaciones bioquimicas, fisiolégicas y psicolbégicas que
aparecen como consecuencia de la accién del tiempo sobre los seres vivos.

Cambios en la actividad funcional de los macréfagos peritoneales son alteraciones
que se producen durante la vejez; aunque aun son contradictorios los datos
existentes al respecto. Con el objetivo de evaluar la actividad fagocitica de los
macroéfagos peritoneales realizamos el presente estudio. Para ello empleamos ratas
Wistar machos adultas joévenes (9 a 12 semanas) y adultas viejas (33 a 36
semanas).

No se encontraron cambios significativos en la actividad fagocitica de las ratas
envejecidas con respecto a las jovenes, lo que pudiera estar relacionado con la

edad promedio de las ratas envejecidas utilizadas en nuestro estudio.
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INTRODUCCION

El envejecimiento es uno de los grandes problemas que enfrenta hoy el mundo
desde el punto de vista demografico por su repercusion en todas las esferas de la
sociedad.

Para el afo 2000 se estimaba que en América Latina y el Caribe la poblacion
aumentaria a 42 millones de personas y que para el 2020, el 12,4 % de la
poblacién, es decir 82 millones de personas, tendran mas de 60 afos®.

En Cuba la esperanza de vida al nacer segun el ultimo reporte de la oficina nacional
de estadistica es de 76 afios. El 14, 5 % de la poblacion es mayor de 60 afios y la
poblacién de 60 a 74 afios representa el 69 % de los adultos mayores®.

Los cambios acumulativos que se producen en el envejecimiento incluyen: muerte
celular, mutaciones nucleares oncogénicas, senescencia celular, formacion de
agregados lisosomales y extracelulares, entrecruzamiento al azar de proteinas
extracelulares, cambios endocrinos y decadencia del sistema inmune?.

Este sistema protege al organismo contra virus, bacterias y otros microorganismos
invasores, lo mismo que contra células propias lesionadas. Consta de dos
mecanismos que actian de manera  coordinada: unos innatos
(monocitos/macréfagos, neutréfilos, mastocitos, linfocitos NK y proteinas del
Complemento), con receptores inespecificos de reconocimiento del antigeno, que
no presentan memoria y que actian en la primera fase de la infeccién, y los
adaptativos (linfocitos T y B), inducibles, caracterizados por su especificidad para
reconocer los antigenos por seleccion clonal y por la memoria inmunolégica®. Con el
envejecimiento se producen alteraciones en estos mecanismos de defensa, que
algunos autores denominan "inmunosenescencia".

Se han estudiado como se modifican las funciones claves de las células
inmunitarias, siendo las mas representativas los fagocitos y dentro de estos los
macroéfagos peritoneales en ratones y neutréfilos de sangre periférica en humanos®.
Los macréfagos fueron descritos por primera vez en el afio 1890, por Ellie
Metchnikoff y Messina. Se localizan en todos los tejidos del organismo. Constituyen
células variables por el papel que juegan en la presentacién y procesamiento de los
antigenos, en la produccibn de moléculas con actividad bioldégica y en el
metabolismo de los lipidos.

El termino macréfago fue asignado por Aschoff en 1924 al sistema reticulo-
endotelial que incluye no solamente monocitos, macréfagos e histiocitos, sino
también fibroblastos, células endoteliales y células reticulares®®.

Inicialmente se consideraban dos clases de macrofagos: libres y fijos y se suponia
que ambos tipos de macréfagos tenian un origen y funcion diferente®. Tras la

introduccion de los métodos de inmunocitoquimica y marcaje isotépico, se



demostré que los macrofagos libres y fijos, son fases diferentes del ciclo vital de
células con origen comudn. En 1969, se define el concepto de sistema fagocitico
mononuclear, como una variedad de macréfagos que tienen su origen en las células
germinales pluripotenciales granulo-monociticas de la médula 6sea’.

Son producto de la maduracion de los monocitos, los cuales circulan en la sangre
durante uno o dos dias y posteriormente emigran hasta alcanzar el tejido conectivo,
en el que finalmente se diferencia en macrofagos, cuyo ciclo vital es de
aproximadamente dos meses’.

El método mas fiable para la identificacion de los macréfagos es la deteccion
inmunocitoquimica de sus marcadores especificos de superficie. Su plasmalema
contiene aproximadamente 2 x 10° receptores Fc que se unen a las
inmunoglobulinas, asi como receptores para el complemento tipo 1 (CR1). Posee
ademas receptores para moléculas de superficie del microorganismo tales como
oligosacaridos de superficie, lectinas y el receptor para el complemento tipo 3
(CR3)%".

Los términos de macrofagos libres y fijos han sido sustituidos por otros de caracter
mas descriptivo:

1- Macréfagos residentes (Presentes normalmente, en ausencia de estimulo
exdgeno en una zona concreta).

2- Macrofagos provocados (Los que son movilizados hacia una zona en respuesta a
un estimulo).

3- Macréfagos activados (Los que aumentan en gran medida sus capacidades de
fagocitosis y de procesamiento de antigeno en respuesta a un estimulo local)’.

Los macréfagos residentes, son células fusiformes o estrelladas que estan
ampliamente distribuidas entre los haces de fibras colagenas, aunque suelen ser
mas abundantes en la vecindad de los vasos sanguineos de pequefio calibre; los
mismos pueden obtenerse a partir del peritoneo de ratas que no han sido
estimuladas inmunolégicamente. La facilidad con la que pueden obtenerse estas
células, ha hecho que los macréfagos peritoneales de rata sean utilizados en
numerosas ocasiones como modelo celular para diversos estudios®.

Los macréfagos presentan diferente morfologia dependiendo del 6rgano donde se
localicen, asi como distinta actividad segun su grado de maduracion, su activacion y
su propia localizacion; y en estados de inflamacion crénica se congregan, crecen
considerablemente y se tornan células gigantes de cuerpo extrafio’®

Estas células realizan una gran variedad de funciones en la respuesta inmune y a
pesar de no ser especificos para un antigeno determinado, su actividad en la
concentracion y presentacion de los antigenos a los linfocitos es vital en el

desencadenamiento de la respuesta contra estos. A esto se afiade que los



macroéfagos agregan mediadores biolégicamente activos, capaces de activar a los
linfocitos. Sin embargo su funcién primordial es la fagocitosis de microorganismos y
macromoléculas, a las que reconocen mediante sus receptores endociticos®.

La fagocitosis, mecanismo importante de defensa inespecifica. Esta accion la llevan
a cabo diferentes tipos celulares pero principalmente neutréfilos y macréfagos® 8.
El término fagocitosis proviene del griego (phagein, comer) y (osis, proceso) y
comprende diversas etapas®:

1. Quimiotaxis: Donde algunos componentes microbianos, citocinas y los
productos del complemento, como C5a, C3a, atraen a los fagocitos.

2. Unidn del fagocito al microorganismo. Esta union puede estar mediada por
diferentes sistemas: lectinas, receptor para el C 3 presente en la membrana
del fagocito, complemento depositado por las vias alternativa 6 clasica (C3b
6 C4b) y anticuerpos unidos a microorganismos. Las proteinas del
complemento y las inmunoglobulinas al unirse a la superficie de las bacterias
las hacen mas vulnerables a la fagocitosis a través de un proceso que se
Ilama opsonizacion. Cuando la bacteria opsonizada se une a la superficie de
los macréfagos, se inicia su ingestibn mediante un mecanismo de tipo
cremallera en el que los receptores Fc y C3 de su plasmalema se unen a los
ligadores correspondientes situados en la superficie de las bacterias, hasta
que esta Ultima es englobada completamente por las prolongaciones y
pliegues de la superficie del macréfago®.

3. Ingestion, formandose un fagosoma y posteriormente el fagolisosoma. Tras
la fusibn de las membranas en el borde anterior de las prolongaciones
celulares que engloban a la bacteria, esta queda incluida en una vacuola
(fagosoma) que se introduce en el citoplasma. Los lisosomas se fusionan con
el fagosoma dando origen al fagolisosoma.

4. Una vez interiorizado, los microorganismos estan expuestos a una serie de
mecanismos destructivos.

A pesar del importante papel que juega el macréfago en el desarrollo de la
respuesta inmunolégica, son escasos Yy contradictorios los trabajos publicados
acerca de como varian sus actividades funcionales durante el proceso de
envejecimiento, por lo que nos proponemos describir la actividad fagocitica de los

macroéfagos peritoneales durante este proceso.

MATERIALES Y METODOS
Se desarroll6 un trabajo basico experimental, sobre la base de un estudio
prospectivo y descriptivo, utilizando la rata Wistar macho adulta joven y adulta

vieja como modelo biolégico, las mismas provenientes del Centro Nacional de



Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Los experimentos se
efectuaron en el Departamento de Cirugia Experimental y en el Bioterio y
laboratorio de Histologia del Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas “Victoria de
Giron”.

Se seleccionaron un total de 40 ratas, con un peso aproximado entre 200 y 250
gramos, para conformar dos grupos con 20 ratas adultas jovenes (edad promedio
de 9 a 12 semanas) y 20 ratas adultas viejas (edad promedio de 33 a 36 semanas).
Las mismas fueron colocadas en jaulas individuales, se alimentaron con dieta
ratonina y se les administré agua adlibitum.

Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico 40 mg/kg de peso
y se les realizé una incision de aproximadamente 3 cm a nivel de la linea alba
abdominal, previa de asepsia y antisepsia de la zona, se abri6 la cavidad peritoneal
utilizando dos pinzas de diseccion con dientes y se introdujeron dos cubreobjetos
en la misma, uno a cada lado. Terminado este proceder se cerrd la herida
quirdrgica con puntos Michel y se colocaron en jaulas individuales.

Se conformaron 5 subgrupos de cada grupo, a los que se les extrajo los
cubreobjetos a las 24 horas, 3, 5, 7 y 10 dias, respectivamente. Los animales
quedaron al cuidado de un personal técnico e investigativo con la calificacion
suficiente para proporcionarles el cuidado adecuado y de esta forma prevenir la
sepsis o evitar la muerte de los mismos.

Pasadas las primeras 24 horas se procedié a anestesiar a las ratas del primer
subgrupo, con una mezcla de éter y cloroformo previamente preparada y fueron
colocadas en una campana de vidrio hasta quedar dormidas; luego se retiraron los
puntos de seguridad con ayuda de una pinza Kocher y una vez abierta la cavidad
abdominal se extrajeron los cubreobjetos y se utilizaron las caras externas de los
mismos para el procesamiento. Este mismo proceder se realizé con el resto de los
subgrupos en los tiempos establecidos. Fueron excluidos del estudio las ratas que
murieron, presentaron dehiscencia de la sutura o sepsis de la herida.

Para el estudio histolégico se realizd la técnica de fagocitosis®: Los cubreobjetos
fueron colocados en una placa de petri, afiadiéndole el medio de cultivo RPMI*°
hasta que fueron cubiertos por el mismo, se le afiadié 2 gotas de azul de tripano
con una dilucion de 1/500 y dejandolo incubar durante un periodo de 15-30
minutos dentro de una incubadora a 37 grados de temperatura. Pasado este
tiempo, fueron extraidos y procesados, pasando las muestras por un proceso de
deshidratacion con alcoholes de gradacion creciente (alcohol 95% y dos pasos por
alcohol absoluto y luego fueron aclaradas con xilol). Por dltimo se le afadié
balsamo de Canadd y se colocé encima de un portaobjeto para su posterior

observacion al microscopio.



Las laminas fueron observadas en un microscopio 6ptico CETI con objetivos de 10x,
40x y 100x, siendo evaluados los siguientes parametros histolégicos: Tipos
celulares y cantidad de colorante fagocitado.

@  Tipos celulares

Para determinar el nimero de células monociticas, macréfagos y otros tipos
celulares (fibroblastos, neutréfilos y adipocitos) presentes en las laminas
estudiadas, se contaron e identificaron en cada una, las primeras 100 células.

@  Cantidad de colorante fagocitado

La cantidad de colorante fagocitado se determind mediante la identificacion de 20
macroéfagos por lamina y del nUmero de vacuolas digestivas presentes en cada uno
de ellos, teniendo en cuenta la siguiente escala:

a. No hay colorante fagocitado (x).

b. Una vacuola con escaso colorante fagocitado (xx).

c. Dos vacuolas con colorante 6 una vacuola con abundante colorante fagocitado
(XxX).

Se confeccion6 una base de datos en Microsoft Excel y todas las determinaciones se
realizaron con el procesador SPSS 11.0 sobre Windows.

Se calcularon medias aritméticas y desviaciones estandar a todas las variables bajo
estudio. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para ver el comportamiento de
los diferentes grupos. Se consideré que existian diferencias significativas cuando el

valor de p fue menor que 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al describir la actividad fagocitica en los diferentes subgrupos de ratas jovenes y
envejecidas observamos que la cantidad de monocitos, macréfagos y otros tipos
celulares fue similar [Tabla # 1] por lo que no se encontraron diferencias
significativas entre los mismos (p > 0.05).

En los macréfagos analizados, la cantidad de vacuolas digestivas observadas que
predomind, fue de 1 a 2 en los subgrupos de 5 y 10 dias [Tabla # 2], aunque al
comparar todos los resultados obtenidos, entre las ratas jévenes y envejecidas no
se encontraron diferencias significativas (p > 0.05). Tampoco se observaron
cambios histoldgicos evidentes (Figuras 1y 2).

Cuando ocurre una lesion tisular, los macréfagos presentes en los tejidos se
convierten en unidades moviles, formando la primera linea de defensa alrededor de
la primera hora, sin embargo, su niumero no suele ser muy considerable; por lo que
también penetran en el tejido los neutréfilos y los monocitos de la sangre; aunque
el nimero de monocitos circulantes es bajo, asi como la proporciéon de los

almacenados en la médula 6sea. La acumulacion de estas células es un proceso que



requiere varios dias para que se haga efectiva; incluso después de haber invadido
el tejido inflamado, los monocitos son aun células inmaduras y requieren 8 horas o
mas para alcanzar tamafos mayores. Sin embargo, al cabo de dias (24 a 48 horas)
0 semanas, los macrofagos predominan sobre las demas células del area inflamada,
debido a que se produce una disminuciobn de la produccion de factores
estimuladores de colonias monociticas, granulociticas y granulo-monocitica por
parte de los macrofagos™™.

Los resultados encontrados en nuestro estudio relacionados con las variaciones de
los tipos celulares en el tiempo, se comportaron similares a lo referido
anteriormente, ya que se encontré una disminucion gradual del nimero de células
monociticas con el tiempo y una estabilizacion en la cantidad de macréfagos
peritoneales a partir del 5to dia de exposicion del cubreobjetos en la cavidad
abdominal.

En la actualidad se reconoce que durante el proceso de envejecimiento ocurren
cambios en el sistema inmune que afectan su funcionamiento y desarrollo. Estos
cambios pueden ocurrir tanto a nivel de la inmunidad innata como en la adaptativa
0 en sus diferentes momentos; desde la linfopoyesis hasta la respuesta final del
sistema inmune frente a determinada enfermedad***3.

Segun la literatura revisada el sistema inmune innato, protagonizado por los
monocitos/macréfagos, neutrofilos, mastocitos, linfocitos Natural Killer (NK), parece
estar afectado moderadamente. A pesar del importante papel que juega el
macréfago en el desarrollo de una respuesta inmunolégica, son muy pocos los
trabajos publicados acerca de cdémo varian sus actividades funcionales durante el
proceso de envejecimiento. Ademdés, los pocos datos encontrados son
contradictorios. No obstante, existen evidencias que demuestran una reduccién del
potencial funcional en los monocitos y macréfagos de ratones envejecidos™**°.

Se plantea que la actividad disfuncional de los macréfagos asociados con la edad
se debe a: disminucion en la produccién de citocinas y factores de crecimiento,
disminucion en el estallido respiratorio de células fagociticas, defectos en la
presentaciéon de antigenos polisacaridicos e incremento en la produccién de
prostaglandina E-2°7.

En nuestro trabajo con relacibn a la actividad fagocitica de los macréfagos
peritoneales estudiados, se encontr6 que la formacion de 1 o 2 vacuolas con
colorante fagocitado fue la que predomind, lo que pudiera deberse a la
concentracion del colorante empleado y al tiempo de exposicion de las células al
mismo, parametros establecidos en nuestro estudio, que permitieron realizar el
conteo de las vacuolas; sin embargo al comparar todos los resultados obtenidos, no

se encontraron diferencias significativas entre ratas jovenes y envejecidas.



Nuestros resultados podrian estar relacionados ademas con aspectos del disefio
experimental, tales como la poca cantidad de animales por grupo o por no utilizarse
ratas de mayor edad, lo que no permitié evidenciar cambios apreciables en el
comportamiento de este indicador entre los grupos estudiados.

Es importante sefialar que la mayoria de los estudios indican que la inmunidad
adaptativa, desarrollada por los linfocitos T y B, es la mas afectada en el proceso de
envejecimiento’’ y el nuestro se basa en el andlisis de la funcion fagocitica del
macroéfago; principal mecanismo a través del cual el sistema inmune elimina la
mayoria de los microorganismos patogénicos extracelulares.

Para asegurar una respuesta inmune Optima es necesaria la cooperacion de varios
niveles existentes entre ambos sistemas (inmunidad innata y adaptativa). Por

tanto, cualquier alteracion en uno de los sistemas puede tener un impacto en la

funcidén del otro ya que podria provocar una activacion indebida de uno de ellos

16,17

CONCLUSIONES

La actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales se comporté de manera similar

entre las ratas jovenes y envejecidas, dado por su incremento gradual y la estabilizacion

posterior, como por su poder fagocitico, lo que pudo deberse a aspectos relacionados con

el disefio experimental.
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ANEXOS

Tabla #1: Variaciones de los tipos celulares en el tiempo, en ratas jovenes y

envejecidas.
ler D 3er D 5to D 7mo D 10mo D
J/V J/V J/V J/V J/V
Células monociticas 50 /55| 35 /38| 10 /10 | 13 / 11 0/0
Macrofagos 30 /30 | 65 /62| 78 [/ 72 | 77 /79 | 90 / 75

Otros tipos celula-res 20 /15 | 10 /10 | 12 [/ 18 10 / 9 10 / 25

Tabla #2: Actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales en ratas jovenes vy

envejecidas.



ler Dia 5to Dia 10mo Dia

Rata Rata Rata Rata Rata Rata

joven vieja | joven | vieja | joven | vieja

No hay colorante. 66 62 13 15 8 9
1 6 2 vacuolas con

34 38 55 51 53 54
poco colorante.
Mas de 2 vacuolas o 1
vacuola gran-de con | O 0 32 34 35 32

abundante colorante.

Figura #1: A: Actividad fagocitica de macrofagos peritoneales en una rata joven del
subgrupo de 5 dias. (Técnica de fagocitosis, 1000X). B: No6tese la presencia de
proyecciones citoplasmaticas y vacuolas con abundante colorante, en el citoplasma

de los macroéfagos peritoneales. (Técnica de fagocitosis, 1200X)

Figura #2: Actividad fagocitica de macréfagos peritoneales en una rata envejecida

del subgrupo de 5 dias. (Técnica de fagocitosis, 1000X).
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