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Resumen

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) se caracteriza por el deterioro progresivo
de la respuesta inmune, asociado a una pérdida gradual
numérica (mediada por muerte celular acelerada) y
funcional de los elementos del sistema inmunitario,
especialmente de los linfocitos T cooperadoras (T
CD4+). Los linfocitos T CD4+ son el principal blanco
del virus, sin embargo, en la actualidad existe gran
interés por el estudio de otros elementos celulares, que
se encuentran alterados y que contribuyen al deterioro
del paciente. Dentro de este grupo celular se encuentran
los componentes de la inmunidad innata [células
dendriticas (CD), monocitos/macrofagos, células
asesinas naturales (natural killer cells), neutrofilos
polimorfonucleares], asi como también los
componentes solubles. Las CD residentes de las
mucosas establecen el primer contacto con el virus y son
las responsables de mediar la transferencia hacia los
linfocitos T CD4+, mientras que los
monocitos/macrofagos constituyen sitios de
alojamiento, replicacion y persistencia viral. Los
neutr6filos no son sitios permisivos para la replicacion
viral, pero son afectados por el VIH, estas células
presentan defectos funcionales, y en estadios avanzados
los pacientes cursan con neutropenia, asociado con un
incremento en la susceptibilidad para sufrir muerte
espontanea de estas células. En conjunto estos defectos
generados durante la infeccion por el VIH incrementan
el riesgo a sufrir infecciones por agentes tanto intra
como extracelulares, que ponen en peligro la vida de los
individuos infectados por este virus. En este trabajo, se
describen los mecanismos inmunopatogénicos de la
infeccion por el VIH, haciendo especial referencia a los
eventos que conducen a la muerte celular, los cuales son
clave en determinar la progresion de la enfermedad
haciala fase de SIDA.

PALABRAS CLAVE: Linfocitos T CD4+; VIH;
Células dendriticas; Inmunidad innata; Inmunidad
adaptativa; Neutrofilos; Apoptosis.

IMMUNOPATHOGENESIS OF HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS INFECTION

Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) infection is
characterized by the progressive detriment of the
immune response, associated to loss (by apoptosis) and
dysfunction of key elements of the immune system,
specifically T cell ymphocytes. Although these cells are
the main target of the virus, a great deal of interest has
recently emerged for different cellular components of
the immune system, which are altered during the disease
as well, contributing to disease progression. HIV also
mediates a disruption of the innate immune response
comprising dendritic cells (DC),
monocytes/macrophages, natural killer and
polymorphonuclear cells. Because DCs are located in
the mucosae (including the oral and vaginal mucosal
surfaces) and the lymphoid tissues, they have been
proposed to be among the first cells that encounter HIV
type 1 during sexual transmission, while
monocytes/macrophages are one of the main viral
reservorious and contribute to viral persistence.
Neutrophils have been described as dysfunctional
during the course of the disease and have an increased
susceptibility to undergo spontaneous cell death. HIV-
mediated injury increased the risk of invasive bacterial
and fungus disease, even in the era of highly active
antiretroviral therapy. In this work we describe the
mechanisms involved in HIV pathogenesis with special
reference to mechanisms of cell death which are
believed to be a key determinant of disease progression
during AIDS.

KEY WORDS: TCD4 Iymphocytes; HIV,; Dendritic
cells; Innate immunity; Adaptive immunity,
Neutrophils; Apoptosis
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Introduccion

Se estima que 60 millones de personas en el mundo
estan infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), agente causal
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) . El VIH es un retrovirus, que contiene una
doble hebra de ARN como material genético.
Existen dos tipos de VIH: VIH-1 y VIH-2, el
primero es el que se encuentra principalmente
diseminado a nivel mundial, mientras que el
segundo, predomina fundamentalmente en el
continente africano. Filogenéticamente, el VIH-1
proviene de una subespecie de la cepa del virus de la
inmunodeficiencia simia (VIS), que infecta al
chimpancé (Pan troglodytes troglodytes) . La
transmision del VIH-1 puede ocurrir a través del
contacto sexual intimo (homosexual, bisexual y
heterosexual), contacto con sangre o sus productos
contaminados y a través de la transmision madre-
hijo (transplacentario y/o lactancia), siendo la ruta
sexual la principal forma de transmision . Durante
la historia natural de la infeccion, el individuo cursa
con una fase aguda/primaria seguida por una fase de
latencia entre 3-10 afios, que conduce finalmente a
un colapso del sistema inmune que caracteriza al
SIDA.

El VIH es el agente infeccioso mas estudiado de
la historia; desde su descripcion durante los afios
80, ha generado diversidad de publicaciones en
todos los campos de la ciencia, estudios que han
permitido entender como el virus infecta a la célula
blanco y cudl es su ciclo de replicacién,
conocimientos que han hecho posible el desarrollo
de estrategias terapéuticas para su control y asi
minimizar su diseminacion . Sin embargo, a pesar
de contar con la terapia anti-retroviral altamente
efectiva (TAAE), no todos los individuos
infectados tienen acceso a ella y en los casos de
paises con mayor disponibilidad de recursos, se
presentan obstaculos debido a la emergencia de
cepas resistentes . Paralelo a esta no siempre es
efectiva, es toxica y no elimina al virus de los
reservorios , lo que ha dificultado el control de la
infeccion. Esta revision estéd orientada a describir la
inmunopatogenia de la infeccion por el VIH y los
eventos que conducen al deterioro de la respuesta
inmune, condicion que predispone a estos
individuos a sufrir infecciones severas o al
desarrollo de cancer.

30 Revista Medica de la Extension Portuguesa - LA

VOL. 1 /NUM. 1/2007
Entraday diseminacion del VIH

La infeccidon aguda es el resultado del paso exitoso
de las particulas virales a través de las células
epiteliales de la mucosa vaginal o rectal, mediante
un mecanismo de transporte de vesiculas en células
polarizadas, conocido como transitosis, o al
contactar directamente a las células dendriticas
(CDs) intraepiteliales que emiten procesos
dendriticos hacia el lumen y capturan a las
particulas virales. Los virus presentes en estos
fluidos pueden estar en forma de particulas virales
libres o asociados a células infectadas presentes en
el semen y fluido vaginal, esta ultima forma
representa la manera mas efectiva de transmision
del virus. Existen dos tipos de cepas virales, las
cepas monocitotropicas (R5) y las linfocitotropicas
(X4). Las cepas RS, representan la poblacion viral
que predomina durante la transmisién del VIH,
siendo los fagocitos mononucleares (monocitos)
los principales portadores del virus en el semen,
fluido vaginal y secrecion cervical y son los que
establecen el contacto con las células epiteliales y
CDs para facilitar la transmision del virus .

Las CDs abundan en las mucosas, por lo que son
las primeras células del sistema inmune que
establecen contacto con el virus y son las
responsables de su diseminacion hacia los
linfocitos T CD4+ presentes en los tejidos linfoides,
convirtiéndose estas tltimas posteriormente en una
de los principales sitios de replicacion y
diseminacion . El virus contiene en su superficie a
la glicoproteina de 120 kDa (gp120), responsable
de establecer el contacto inicial con receptores
presentes en la superficie de las células blanco. Los
principales receptores que median esta union inicial
son los de lectina tipo C, dentro de los que se
encuentran DC-SIGN, langerina, el receptor de
manosa (conocido también como CD206) y un
receptor de lectina tipo C no caracterizado,
resistente a la tripsina. Una vez establecido el
contacto con el virus, el receptor DC-SIGN, puede
mediar dos eventos: la internalizacion y la
transferencia viral (con o sin infeccion de las CDs) a
los linfocitos T CD4+ que co-expresan el
correceptor de la quimiocina CCR5+ (Fig. 1) . La
internalizacion conlleva al trafico del virus dentro
de las CDs, paso crucial para mediar la posterior
transferencia. Este trafico se establece en los
compartimientos intracelulares no lisosomales,
para posteriormente ser re-expresado en la



Captura y transporte del
VIH por las células
dendriticas a través del
receptor DC-SIGN hasta
los linfocitos T

Replicacion del VIH
en las células
dendriticas previoa la
infeccion de los
linfocitos T
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entender parte de la variabilidad existente entre los
individuos, tanto en la susceptibilidad a infectarse
como a progresar hacia la fase de SIDA, y resulta
promisorio para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas. Esta variabilidad se ha asociado con la
presencia de polimorfismo en genes que codifican
para CCRS, como la variante CCRS5 32, que se
asocia con limitacion de la infeccion; asimismo, los
individuos que producen niveles elevados de
RANTES o CCLS5 (ligando de CCRS), son
resistentes a la infeccion y al desarrollo de la
enfermedad .

Posterior a launion de la gp120 al correceptor, la
membrana celular y del virién se fusionan y la
capside viral es liberada en el citoplasma de la
célula, donde comienza su transcripcion reversa y
participan tanto proteinas celulares y virales, como
la transcriptasa reversa (RT), proteinas de la matriz
viral (p17), Nef, Vif, para posteriormente dar paso a
la formacidn del complejo de preintegracion (PIC),
que se traslada al nucleo a través de los poros
nucleares y posteriormente es insertado en el
genoma de la célula blanco mediante la accion de
una integrasa viral (IN). Para que el paso final de
integracion ocurra, el linfocito T infectado en
reposo debe ser activado; si esto no tiene lugar, el
PIC es degradado en el citoplasma . La infeccion de
linfocitos T de memoria, linfocitos T virgen y
monocitos/macréfagos, conduce a una infeccion
latente no productiva y constituyen los principales
reservorios virales. Por ultimo y para iniciar su
diseminacion, la primera ronda de transcripcion
requiere de la expresion de tres proteinas
reguladoras (Tat, Nef y Rev), que son las
encargados del control de lareplicacion y gemacion
de nuevas particulas virales. Durante todo este
proceso, en el interior de la célula blanco se activan
factores de resistencia que tratan de limitar la
replicacion del virus tales como: “tripartite motif
(TRIM) family protein” (TRIMS5a), que restringe la
entrada de la capside viral; y la “apolipoprotein B
editing catalytic polypeptide” (APOBEC3Q),
miembro de la citidin desaminasa, que se asocia
con el virion naciente e incorpora mutaciones que
impiden sureplicacion .

Papel de la respuesta inmune innata durante la
infeccion por el VIH

El sistema inmune innato ejerce la respuesta mas
temprana a la invasion y dafio ocasionado por los
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microorganismos, y sin este sistema la respuesta
inmune adaptativa o adquirida no puede activarse
adecuadamente. Asi, la alteracion del sistema
innato puede predisponer a infecciones al
incrementar la susceptibilidad a los agentes
microbianos. Individuos con mutaciones en genes
asociados con el complemento, receptores de
manosa o que estan involucrados en mediar la
activacion de macrofagos, células asesinas
naturales (natural killer cells, NK) y neutréfilos ,
cursan con procesos infecciosos recurrentes que
pueden poner en peligro la vida del individuo. El
SIDA ha sido atribuido principalmente a la
infeccion y/o destruccion de los linfocitos T CD4+
causando una linfopenia y deficiencia del sistema
inmune adaptativo; sin embargo, el virus infecta,
interacttia e inhibe la respuesta del sistema inmune
innato, evidenciado por el hecho de la existencia de
una alta prevalencia de infecciones bacterianas en
los pacientes infectados .

El sistema inmune innato tiene varios
componentes que ejercen su efecto anti-VIH.
Dentro de los factores solubles esta la lectina de
unién a manosa (MBL) que se une a particulas de
VIH y favorece su fagocitosis y destruccion por
células fagociticas. Otros componentes solubles
importantes son el complemento que puede unirse a
particulas virales y favorecer su destruccion. La
produccion de interferones (IFNs) ha sido evaluada
durante la infeccion y se ha observado que en
algunos casos la produccion normal de IFNs en
sujetos con valores inferiores a 200 CD4/mm3,
ejerce un efecto protector contra las infecciones.
Unas de las células més importantes productoras de
IFNs son las células dendriticas plasmocitoides
(PDCs), reconociéndose asi su papel antiviral y
antitumoral. Las PDCs se han visto afectadas (tanto
en numero como en funcion) durante el desarrollo
de la enfermedad, en particular se ha determinado
que su reduccién predispone al desarrollo del
sarcoma de Kaposi .

Otro factor soluble con actividad antiviral es el
factor antiviral proveniente de las células T CD8+
(CAF) que media la respuesta antiviral no-
citotoxica de las célula T CD8+ (CNAR),
considerado como elemento de la inmunidad innata
ya que no requiere de la activacion especifica de los
linfocitos T CD8+ y su produccién no esta
restringida por las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC). Su funcion
principal es suprimir la transcripcion viral, y su
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liberacion ocurre mucho antes que la produccion de
anticuerpos, durante la fase aguda de la infeccion
(pico maximo de secrecion entre 5 a 9 dias) y puede
detectarse en los individuos seronegativos con alto
riesgo de exposicion, por lo que se ha sugerido que
tiene un papel en la prevencion de la infeccion .

Las células NK son los elementos de la
inmunidad innata que se encargan de reconocer
células infectadas por virus, a través de la deteccion
de cambios en la densidad de expresion
(disminucion de la expresion en la superficie
celular) de las moléculas de histocompatibilidad
clase I (MHC-I) o modificaciones presentes en las
moléculas MHC-I propias; este reconocimiento se
establece a través de receptores de tipo
inmunoglobulina (immunoglobulin-like receptors,
KIR), que son inhibidos en presencia de MHC-I
propias (principalmente los alelos HLA-B y HLA-
(), cuando se expresan adecuadamente. Esta
inhibicidn se pierde cuando ocurren cambios en la
célula blanco por lo que son eliminadas por las
c¢lulas NK . Proteinas reguladoras del virus (Nef),
disminuyen la expresion de las MHC-Itipo 4y By
de esta manera evaden el reconocimiento de células
infectadas por los linfocitos T citotdoxicos (CTLs)
especificos, pero mantienen la densidad en la
superficie de MHC-I tipo C y de esta manera
inhiben el ataque por las células NK. Se ha
reportado una disfuncion de la actividad de las
células NK durante la infeccion por el VIH;
alteracion que se correlaciona con la progresion de
la enfermedad hacia la fase de SIDA. El sistema
inmune de los pacientes infectados por el VIH
presenta un estado cronico de activacion, reflejado
en estas células NK por la alteracion de la expresion
de receptores de activacion tales como CDI16 y
CD69, observandose que las células NK de
pacientes en fase de SIDA muestran niveles
elevados de CD69, asociado con baja expresion de
CD16 e incapacidad para regular negativamente a
CD16 en respuesta a sustancias activadoras, evento
clave para la activacion de estas células. Estas
alteraciones pudieran contribuir con una
disminucidn de la eficiencia de las células NK para
mediar citotoxicidad frente a células tumorales o
células infectadas porel VIH .

Los monocitos y macrofagos son infectados por
el VIH, ya que como se menciond anteriormente
co-expresan tanto CD4 como CCRS, sin embargo y
en contraste a lo que ocurre con los linfocitos T
CD4+, estas células pueden acumular grandes
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cantidades de viriones sin morir y la poblacion de
macrofagos es preservada a pesar de la destruccion
masiva de los linfocitos T CD4+, por lo que
constituyen importantes reservorios virales,
incluso resistentes al efecto de la TAAE, ya que a
pesar de las cargas virales indetectables en plasma,
el virus mantiene su replicacion activa dentro de
estas células.

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMNs)
como parte de los componentes inespecificos del
sistema inmune, participan como elementos
amplificadores, que en asociacion con el
complemento se encargan de eliminar a los agentes
extrafos . La funcion de los neutrofilos no se limita
a la fase efectora de la respuesta inmune, sino
también han sido estudiados como elementos
moduladores de la inmunidad adaptativa. Existen
evidencias previas de alteraciones funcionales de
los neutrofilos asociados con la progresion de la
enfermedad. Los defectos funcionales descritos
incluyen disfuncion de la produccion de
superoxido, dada por una produccion basal
incrementada, pero incapacidad para responder
frente a estimulos, defecto que se profundiza
conforme progresa la enfermedad, ademas
defectos en la fagocitosis, en la quimiotaxis y en la
expresion de moléculas de adhesion. Una de las
explicaciones de estas alteraciones funcionales y de
la neutropenia observada durante las fases
avanzadas de la enfermedad, es el incremento de la
muerte constitutiva evidenciada por algunos
autores .

Papel de la respuesta inmune adaptativa
durante la infeccion por el VIH

La infeccion por el VIH se caracteriza por una
primera etapa o fase aguda, donde se evidencia una
destruccion rapida y masiva de linfocitos T de
memoria, efecto generado directamente por el virus
y que ocurre fundamentalmente a nivel de las
mucosas (sitio principal de alojamiento de estas
células), y una segunda etapa o fase cronica, que
puede durar varios anos (3-10 afios), que se
caracteriza por la lucha del sistema inmune para
recuperarse del menoscabo sufrido durante la fase
aguda, esfuerzo que se complica por la ofensiva que
se genera en contra del VIH, ya que el virus ha
desarrollado multiples estrategias para evadir la
respuesta inmune e incrementar la susceptibilidad a
sufrir infecciones oportunistas. Esta lucha se
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traduce en un estado de activacion cronico, lo que
facilita la replicacion viral debido a que el VIH
tiene preferencia por infectar células T CD4+
activadas . Como ya se menciond antes, la principal
puerta de entrada del VIH son las mucosas, donde
se establece el contacto inicial con los elementos de
la respuesta inmune. La infeccion inicial es
dependiente de la presencia de la molécula CD4 y
del co-receptor CCRS, presente en las células T
CD4+ de memoria activadas, localizadas en la
lamina propia, lo que compromete la inmunidad
frente a otros patogenos (por ejemplo,
citomegalovirus) y tumores, ya que se pierde gran
parte del repertorio de células encargadas de mediar
la respuesta secundaria altamente especifica y
efectiva frente a agentes conocidos. En macacos, la
infeccion por el VIS conduce durante los primeros
10 dias post-contagio a la infeccion de mas del 60%
de las células T de memoria residentes en las
mucosa, las cuales son eliminadas al dia 14, lo que
compromete la funcién del sistema inmune a nivel
de la barrera principal, puerta de entrada para
muchos patogenos. Ademas, durante esta fase
aguda son reclutados linfocitos T especificos para
el VIH, los cuales durante el proceso de
reconocimiento son activados y se convierten en
blanco para la infeccion y replicacion viral, células
que posteriormente son destruidas por efecto
citopatico del virus, por los CTLs o activacion de
mecanismos de apoptosis, provocando una falla en
el repertorio de linfocitos T CD4+; esto explica
porqué la respuesta de linfocitos T CD4+ especifica
contra el virus solo esta presente durante la fase
aguda de la infeccion y no se detecta durante la
infeccion cronica.

Los CTLs y la presencia de anticuerpos
especificos, juegan un papel clave durante las fases
iniciales de la infeccion y en el control de la
replicacion viral. El papel de los CTLs especificos
es critico en el control de la viremia, aparecen antes
de la seroconversion y en la fase aguda se les
considera mas efectivos que los anticuerpos para
controlar la viremia; sin embargo, su funcion se ve
afectada a partir de la aparicion de mutantes de
escape viral. Los CTLs especificos median
destruccion de células infectadas a través del
reconocimiento via MHC-I y activacion de
mecanismos de lisis mediados por perforina y
liberacion de proteasas sobre las células infectadas,
o a través de la activacion de la apoptosis via
Fas/FasL. Adicionalmente a estos mecanismos
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citotoxicos, los CTLs también liberan IFNs y
quimiocinas (RANTES, MIP-1alfa y MIP-1beta)
que tienen actividad antiviral, ya que estas tltimas
son ligandos naturales de CCRS5 y actian
inhibiendo la infeccion de nuevas células blanco
por cepas RS, ya que bloquean parcialmente su
union a CCRS. A pesar de estos mecanismos el
sistema inmune no puede evitar la cronicidad de la
infeccion o mediar la erradicacion del virus. La
aparicion de mutantes de escape para los CTLs
especificos y la pérdida de CTLs especificos contra
antigenos virales dominantes, se asocia con la
pérdida del control de la viremia ejercido por estas
c€lulas y como consecuencia el deterioro del
paciente infectado.

La respuesta inmune antiviral mediada por los
CTLs es dependiente de la presencia de moléculas
MHC-I. El reconocimiento de los péptidos
antigénicos es altamente especifico para
determinados alelos del HLA, por lo que se ha
logrado establecer una asociacidon entre ciertos
alelos de HLA y la efectividad de la respuesta
inmune en el control de la infeccion por el VIH,
donde la comparecencia de los alelos HLA-B57,
HLA-B27 y HLA-B18, se asocia con una evolucion
favorable de la infeccion, mientras que la existencia
de los alelos HLA-B35, HLA-B22, con una
evolucion desfavorable en presencia del VIH y
pérdida acelerada de las poblaciones de linfocitos T
CD4+. La aparicion de estos alelos en forma
combinada pudiera predecir la progresion de la
enfermedad hacia progresores lentos, progresores
rapidos, no progresores y/o niveles de carga viral
previa a la terapia antiretroviral. Esta respuesta
pudiera ser explicada por el efecto protector de
alelos como HLA-B57 y HLA-B27 en el
reconocimiento e induccion de una respuesta
efectiva frente a la presencia de mutantes de escape
viral .

Los anticuerpos al parecer no juegan un papel
relevante en el control de la diseminacion viral
durante la fase aguda o crénica. Aunque existen
evidencias de la generaciéon de anticuerpos
neutralizantes, esta respuesta es débil y durante la
respuesta primaria se genera después del control
parcial de la viremia establecido por los CTLs.
Hallazgos recientes indican que los anticuerpos
ejercen presion en la seleccion de las mutantes
virales resistentes a los anticuerpos neutralizantes;
de esta manera, las mutantes virales presentes en un
individuo son aquellas que no son neutralizadas por
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los anticuerpos especificos.

Finalmente, la fase cronica se asocia con una
declinacion lenta y progresiva de linfocitos T CD4+
en sangre periférica, de los cuales pocos estan
infectados, y con un incremento en la tasa de muerte
de las células CD4+ y CD8+, junto con el estado
cronico de activacion. Se cree que las causas de esta
deplecion esta relacionada a: 1) que las células
activadas son blanco de infeccion por el virus; 2)
una elevacion del recambio acelerado de linfocitos,
lo que conduce a consumo de los repertorios
celulares, y 3) una alteracion del control del ciclo
celular y aumento en la susceptibilidad a la muerte.

Asi, el VIH conduce a la alteracion funcional y
declinacién numérica de los linfocitos T CD4+, lo
que conlleva al desarrollo del SIDA y como
consecuencia, a la apariciéon de infecciones
oportunistas y la muerte del individuo. A pesar de
multiples estudios, todavia existen muchas lagunas
sobre los mecanismos utilizados por el virus para
mediar la muerte de las células linfoides. Reportes
recientes indican que la pérdida progresiva de las
poblaciones de linfocitos CD4 es consecuencia de:
(a) inapropiada produccion a nivel del timo, (b)
relocalizacion de los linfocitos virus-especificos en
los organos linfoides, y (c) alteracion en la
homeostasis entre la proliferacion y muerte celular
por apoptosis, siendo este tltimo mecanismo uno
de los principales eventos que conduce a la
destruccion de las células del sistema inmune y a la
progresion hacia la fase del SIDA. Asi, la muerte
celular acelerada, activada por el virus o sus
componentes, es considerada como clave en la
declinacion progresiva de las células del sistema
inmune, por lo que dedicaremos especial atencion a
los mecanismos que utiliza el virus para modular la
apoptosis y asi conducir a la disfuncion, no sélo de
los elementos de la inmunidad adquirida, sino
también a una parte importante de componentes de
lainmunidad innata.

Apoptosis inducida por el VIH en células del
sistema inmune

La apoptosis o muerte celular programada es un
proceso fisiologico altamente controlado y esencial
para la regulacion del crecimiento y diferenciacion
celular. La apoptosis se caracteriza por retraccion
celular, compactacion de la cromatina nuclear,
pérdida de la forma multilobulada del ntcleo y de
los receptores de superficie, cambios en la asimetria
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de la membrana plasmatica asociado con la
externalizacion de fosfatidilserina, lo que permite
que las células apoptodticas sean fagocitadas por los
macrofagos. La muerte celular se genera a través de
dos vias: la extrinseca o muerte inducida por
activacion (MIA), mediada por receptores de
muerte, y la via intrinseca o muerte de forma
autonoma de células activadas (MACA), mediada
por proteinas relacionadas con la familia Bel-2. La
via extrinseca es activada por miembros de la
familia del TNF (TNF/TNFR, FasL/Fas,
TRAIL/TRAIL ligando, etc), mientras que la via
intrinseca se lleva a cabo por sensores internos que
transmiten sefiales directamente hacia la
mitocondria.

El VIH cuenta con diversas estrategias para
activar la maquinaria de apoptosis tanto en células
infectadas como en las no infectadas, induciendo
asi la muerte de células efectoras del sistema
inmune. Los mecanismos involucrados en la
destruccion de las células linfoides incluyen la
muerte directa por expresion de genes virales en las
células infectadas; muerte indirecta de células no
infectadas por liberacion de proteinas virales pro-
apoptoticas; destruccion de efectores especificos en
los tejidos infectados por el virus, y expresion
alterada de proteinas reguladoras de la apoptosis
tanto en las células T, como en las células
presentadoras de antigeno, como consecuencia de
la activacion celular crénica mediada por el virus.
La contribucién de la apoptosis a la progresion de la
enfermedad ha sido documentada en varios
modelos experimentales tanto in vitro como in
vivo. Se ha evidenciado que los progresores lentos
muestran una tasa de apoptosis mas baja, en
comparacion con los progresores rapidos y de esta
manera, contribuyen al incremento en la
susceptibilidad a sufrir infecciones por gérmenes
oportunistas.

Las células infectadas por el VIH obtenidas de
pacientes, al igual que lineas celulares pro-
monociticas infectadas in vitro , exhiben cambios
en la regulacion de receptores pro-apoptoticos;
ejemplo de ello es un incremento en la expresion de
Fas y su ligando (FasL), acompanado por
incremento de la expresion de proteinas
intracelulares pro-apoptoticas miembros de la
familia Bcl2 (BelXS y Bax) y disminucion de la
expresion de proteinas anti-apoptoticas como Bcel2
y BelIXL . Las células T de pacientes infectados no
s6lo muestran aumento en la expresion del receptor
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Fas, sino que ademas tienen mayor susceptibilidad
a morir por esta via. En células mononucleares
(linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como en
macrofagos) se ha evidenciado un aumento en la
expresion en superficie de FasL y niveles elevados
de Fas soluble. Estos cambios estan asociados con
un incremento en la carga viral y la progresion hacia
la fase de SIDA. La participacion de otros
receptores y ligandos de muerte también ha sido
documentada durante la infecciéon por VIH; por
ejemplo, se ha demostrado que los niveles de TNF
se encuentran elevados en sangre periférica de
pacientes sintomaticos. En resumen, en linfocitos T
CD4+ y CD8+, el virus es capaz de regular la
apoptosis mediante la modulacion de MIA,
asociado con alteraciéon en la expresion de
receptores de muerte (sistema Fas/FasL); estos
cambios a su vez estan relacionados con la
progresion de la enfermedad hacia la fase de SIDA.

También se ha sugerido la regulacion de MACA
durante la apoptosis inducida por el VIH, por el
aumento de la apoptosis espontanea observada en
las células mononucleares de sangre periférica,
especialmente aquellas que tienen fenotipo de
células activadas. Esto se ha asociado con una
disminucién de la expresion de Bel2 detectado in
vivo en nodulos linfaticos y sangre de individuos
seropositivos. Los linfocitos de sangre periférica de
los pacientes, tienen una pérdida del potencial
transmembrana mitocondrial (A¥m), asi como
también un aumento en la producciéon de
metabolitos reactivos del oxigeno por la
mitocondria; estos cambios se han correlacionado
con la apoptosis espontanea.

Otro fendémeno observado es la muerte mediada
por células autologas infectadas, demostrada en
macrofagos, monocitos, células T CD4+y células T
CD8+, derivadas de pacientes infectados, que son
capaces de inducir muerte a células no infectadas.
Los macrofagos constituyen reservorios
importantes para el VIH, el cual incrementa la
expresion de FasL y TNF en su superficie y de esta
manera los protege de las células T CD4 y CDS8
efectoras, induciéndoles muerte una vez que
establecen contacto celular.

Proteinas del VIH que participan en la
modulacion de la muerte celular

Varias proteinas del virus estan involucradas en
mediar la muerte celular, entre ellas la glicoproteina

36 [Qevista Medica de la Extension Portuguesa - ULA

VOL. 1 /NUM. 1/2007

de envoltura (Env), Tat, Rev, Nef, Vpr y proteasas .
Por ejemplo, en células intactas el Vpr (viral
protein R) puede causar desintegracion del
potencial de membrana de la mitocondria, provocar
la liberacion del citocromo c¢ y de esta manera,
conducir a la apoptosis. Por otro lado, Tat favorece
la disminucion de la expresion de Bcl2 e
incremento de la expresion de caspasa 8. El
decremento de Bcl2 intracelular es afectada ademas
por la degradacion proteolitica inducida por
proteasas codificadas por el virus o por proteinas
virales reguladoras y estructurales (Tat, Nef, Env o
Vpr) (Fig.2).

Env es capaz de interactuar directamente con
receptores ubicados en la superficie de la célula
blanco (por ejemplo, CD4 o con los correceptores)
e inducir muerte de los linfocitos no infectados. El
mecanismo por el cual se genera la muerte puede
variar dependiendo de la naturaleza de la proteina
Env (soluble secretada de células infectadas,
expresada sobre los viriones o en la superficie de las
c€lulas infectadas) y de la célula blanco. En el caso
de expresarse en la superficie de una célula
infectada, puede interactuar con un linfocito no
infectado que expresa CD4 en su superficie e
inducir muerte a través de activacion de senales de
apoptosis mediada por receptores, hemifusion con
la célula blanco y la formacion de sincitio, eventos
que conducen a la muerte celular. La muerte
inducida por Env puede activarse, ademas,
dependiente de CXCR4 e independiente de la
presencia de CD4, conduciendo ala activacion de la
cascada de apoptosis subordinada a la mitocondria
y al parecer, no involucra la participacién de los
miembros de la familia de las MAPK (ERK, p38,
JNK) , ni del sistema Fas/FasL. Asi, la interaccion
de Env con CXCR4 genera despolarizacion de la
membrana mitocondrial, liberacion del citocromo ¢
y activacion de las caspasas 9 y 3 . Env puede
ademds interactuar con CCR5 e inducir la
expresion de FasL y activacion de caspasa 8 en
linfocitos T CD4+. Laregulacion de la expresion de
FasL en la superficie de células mononucleares
(linfocitos T CD4, CD8, monocitos/macrofagos,
células dendriticas) se ha atribuido principalmente
ados productos virales Envy Nef.

Muerte celular inducida por el VIH sobre los
neutrofilos

Los neutrofilos tienen un papel fundamental en la
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defensa contra agentes infecciosos, evidenciado
por el hecho que ciertos defectos en su funcion,
conducen a infecciones severas que ponen en
peligro la vida del paciente, tal es el caso de la
enfermedad granulomatosa cronica (EGC) vy el
SIDA, en el cual la funcién inapropiada de los
PMNs conduce a una susceptibilidad marcada a
sufrir infecciones por hongos y bacterias.
Recientemente se ha demostrado la presencia de la
molécula CD4 en neutroéfilos de individuos, tanto
seropositivos como seronegativos para el VIH; esta
observacion sumada a reportes previos de presencia
constitutiva de CXCR4 y DC-SIGN, pudiera
indicar que los PMNs son blancos directos del virus
o de sus componentes.

Existen evidencias previas de alteraciones
funcionales de los neutrdfilos asociadas con la
progresion de la enfermedad. Una de las
explicaciones de estos defectos funcionales, es el
incremento de la muerte constitutiva comprobada
por algunos autores, que ademas pudiera explicar
en parte la neutropenia observada en los pacientes
en fase de SIDA. Los mecanismos que conducen a
la muerte acelerada de los neutrdfilos no han sido
dilucidados. Estudios realizados en nuestro
laboratorio muestran que la muerte espontanea de
los neutr6filos de los pacientes es
significativamente mayor que los controles, la cual
no se correlaciona con los niveles de carga viral, ni
el nimero de CD4, resultados que corroboran
reportes previos (Fig. 3a).  Hallazgos recientes
indican que en los estadios tempranos de la
infeccion (antes de la aparicion de anticuerpos
especificos contra el virus), los granulocitos de
estos pacientes expresan en su superficie niveles
elevados de Fas. La muerte acelerada de los
neutrdfilos de los pacientes infectados, pudiera ser
consecuencia de una alteracion en la expresion de
receptores de muerte como Fas/FasL, por lo que se
explord la expresion de ambas moléculas en los
PMNs de los pacientes. Los neutrofilos de los
pacientes tienen una expresion de FasL
significativamente mayor en comparacion con los
controles seronegativos, sin embargo no se
evidenciaron cambios significativos en la
expresion ni cinética post-activacioén del receptor
Fas en la superficie de estas células . Paralelamente
a la cuantificacion de los receptores de muerte
expresados en la superficie de los neutréfilos, se
evalu6 la susceptibilidad de estas células a sufrir
muerte via Fas, a través del uso de un anticuerpo
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especifico anti-Fas (CH-11), con la finalidad de
inducir el entrecruzamiento de este receptor. Se
aprecio que la muerte via Fas es significativamente
mayor en los neutrofilos de los pacientes (Fig. 3b),
lo que sugiere que a pesar de no observarse cambios
significativos en los niveles de expresion de Fas, la
susceptibilidad de sufrir muerte por esta via esta
incrementada durante la infeccion. A diferencia de
la muerte constitutiva, esta elevada susceptibilidad
de morir via Fas se asoci6 con la carga viral y con la
co-expresion de Fas/FasL en la superficie de estas
células en reposo, lo que insinta que la presencia de
ambas moléculas (Fas/FasL) en la superficie de los
PMNs de los pacientes pudiera activar la muerte
autocrina.
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Figura 3. Regulaciéon de la muerte celular en los
neutrofilos de los pacientes infectados por el VIH. 3a
muestra la media del porcentaje de muerte celular espontdnea
cuantificada por el numero de células positivas solo para
Annexina-V (apoptosis) (7,843,4 para los controles y
12,4+6,3 para los pacientes) y la media del porcentaje de
muerte celular espontanea cuantificada por el numero de
células positivas para Annexina-V/PI (necrosis) (7+3,8 para
los controles y 15,4+10,4 para los pacientes). 3b muestra la
apoptosis (14,5+7,7 para los controles y 27,6+18,8 para los
pacientes) y la necrosis (21,2+8,3 para los controles y
30,6+13,7 para los pacientes) inducida via Fas. * indica
diferencias significativas utilizando t-test pareada (p<0,05).
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Al igual que lo advertido en los neutrofilos, las
células T de pacientes VIH seropositivos muestran
una elevada susceptibilidad a la muerte via Fas.
Inicialmente se pens6 que el mecanismo principal
de muerte de las células T era producto del efecto
citopatico generado por el virus sobre las células
infectadas. Sin embargo, existen evidencias de que
mecanismos diferentes a los efectos citopaticos
generados por la infeccidon, pueden regular la
muerte celular. Mediante técnicas de hibridacion in
situ en nddulos linfaticos, se ha reportado que la
mayoria de las células apoptdticas no estan
infectadas, indicando que existen otros
mecanismos involucrados en inducir muerte,
ademas de la infeccion directa de las células, por lo
que se pudiera argumentar que células
inflamatorias como los PMNs son también blanco
de proteinas virales, sin ser células susceptibles a la
infeccion.

Un aspecto importante a tomar en consideracion
dentro de la fisiologia de los neutrdfilos, es la
participacion de las MAPK, consideradas como
mediadores de sefiales de supervivencia y muerte.
Previamente se ha demostrado que la fosforilacion
y activacion de uno de los miembros de las MAPK,
ERK media senales asociadas con la supervivencia
de estas células, mientras que algunos autores
afirman que la fosforilacion de p38 estd asociada
con la apoptosis espontdnea de neutrdfilos
provenientes de controles sanos; no obstante, otros
autores no confirman estas observaciones. La
inhibicion de las MAPK (ERK y p38) incrementa la
muerte constitutiva, solo en las células de los
pacientes, lo que pudiera sugerir un desequilibrio
entre la activacion de estas cinasas y componentes
de la cascada de muerte, tales como las caspasas. Se
ha descrito que ERK regula la supervivencia de las
células a través de la fosforilacion e inactivacion de
las caspasas 9y 3, y p38 puede regular la actividad
de las caspasas 3 y 8 mediante su fosforilacion e
inactivacion, y de esta manera prevenir la necrosis
que conduciria ainflamacién .

Se ha sugerido que Nef es esencial para la
patogénesis viral y es considerado como uno de los
reguladores de la apoptosis, postulado por los
siguientes hallazgos: 1) La infeccion en humanos
con cepas que no tienen nef, produce progresion
mas lenta hacia la fase de SIDA; 2) Las células T
que expresan Nef co-expresan FasL, y 3) Nef puede
incrementar la muerte de células no infectadas.
Basados en estos argumentos, se evalu6 el papel de
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Nef sobre la modulacion de la muerte en los PMNs
y se evidencié que Nef induce un incremento
significativo en la expresion de FasL en Ia
superficie de los neutréfilos provenientes de
individuos seronegativos; estos resultados
preliminares hablan a favor de un efecto regulador
directo de Nef sobre los mecanismos que controlan
la expresion de FasL en los PMNSs. En células T se
ha evidenciado que Nef es capaz de inducir la
expresion de FasL a través de su interaccion con la
cadena del TCR y esto condiciona la activacion y
reclutamiento de una cinasa, conocida como cinasa
asociada a Nef (p62/NAK); sin embargo, no esta
claro como este complejo conduce a un incremento
en la expresion de FasL en la células blanco; hacen
falta estudios adicionales para dilucidar como Nef
regula la expresion de FasL en la superficie de los
neutrofilos.

Se ha postulado que la modulacién de la
expresion de FasL en la superficie de una gran
variedad de células, como es el caso de los
macrofagos infectados por el VIH, es un
mecanismo para proteger a los reservorios de la
accion de las células efectoras. De alli que se evaluo
el significado biologico de los niveles elevados de
FasL sobre los PMNs de los pacientes, a través de
ensayos de co-cultivo con células linfoides no
infectadas (utilizando un linea celular susceptible a
la muerte mediada por Fas conocida como J77) y
los neutréfilos como células inductoras de muerte.
El co-cultivo con PMNs de pacientes VIH positivos
indujo mayor porcentaje de muerte en células
linfoides , sin embargo, no se evidencio correlacion
entre las expresion de FasL en la superficie de los
PMNs y la capacidad para inducir muerte de las
J77. Estos resultados sugieren que los neutrofilos
de pacientes infectados pudieran participar en la
eliminacion de células no infectadas y asi contribuir
con el deterioro de la respuesta inmune. Sin
embargo, otros factores ademas de la expresion de
FasL pudieran contribuir con la muerte de células
linfoides.

En resumen, podemos sugerir tres posibles
efectos del virus sobre los neutrofilos: 1) Muerte
espontanea modulada a través del desequilibrio de
la cascada de las MAPK, 2) Incremento en la
susceptibilidad de sufrir muerte via Fas, asociada
con un aumento tanto en los niveles de viremia
como en la expresion de FasL, impulsada en parte
por Nef, y 3) Induccién de muerte de células
linfoides no infectadas, por mecanismos
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conducir al desarrollo de nuevas estrategias para el
control de la diseminacion viral, de sus efectos
patogénicos que conducen a la destruccion de las
diferentes subpoblaciones celulares y al desarrollo
de nuevos blancos terapéuticos, que permitan la
total erradicacion del virus, particularmente
aquellos que se encuentra alojados en los
reservorios virales.
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