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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, aso-
ciado a una pérdida gradual de los elementos que la generan, especialmente
de los linfocitos T CD4*. Aunque estas células son el principal blanco del vi-
rus, en la actualidad existe gran interés por el estudio de otros elementos ce-
lulares, que se encuentran alterados y que contribuyen al deterioro del pa-
ciente. Dentro de este grupo de células se encuentran los polimorfonucleares
(PMN), células fundamentales en la defensa innata contra el VIH y cuya fun-
cion esta alterada en el curso de la enfermedad. Probablemente la causa de
este deterioro se debe, en parte, a un incremento en su susceptibilidad para
sufrir apoptosis espontanea; sin embargo, no han sido dilucidados los meca-
nismos involucrados en generar muerte celular programada en los neutréfilos
de pacientes VIH positivos. En trabajos previos, hemos explorado algunos
eventos asociados con la muerte de los neutréfilos de pacientes infectados.
Este articulo tiene como objetivo principal profundizar en los eventos involu-
crados en la apoptosis espontanea e inducida via Fas, que pudieran estar im-
plicados en el deterioro de los PMN durante la infeccién por el VIH.
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Abstract. The hallmark of the immunodeficiency virus infection is a
progressive detriment of the immune response which has been associated to
a gradual loss of its responsible components, in particularly, CD4 positive T
cells. Although this cell population is considered the main target of the vi-
rus, there is a recent deal of interest in studying other components that may
not be targets of the virus, but are important elements to control infectious
microorganisms and that have been demonstrated to be altered during HIV
infection. Neutrophils (PMN) are innate immune components that play a
fundamental role against HIV infection and these cells have been described
as functionally altered during AIDS. It has been suggested that such a dys-
function could be attributed to an increased susceptibility of these cells to
accelerated spontaneous apoptosis. However, the underlying mechanisms
that induce programmed cell death of neutrophils remain unknown. In pre-
vious works we have explored some events involved during cell death of neu-
trophils from HIV infected patients. It is the purpose of this work to review
the current knowledge of apoptosis signals in neutrophils and to discuss our
own data about some mechanisms involved in spontaneous and Fas mediated
apoptosis, which may contribute to understand neutrophils dysfunction dur-
ing HIV infection.

Recibido: 11-10-2004. Aceptado: 20-02-2005.

INTRODUCCION A pesar de contar con la terapia anti-
rretroviral altamente efectiva (TAAE), no
todos los individuos infectados tienen acce-
so a ella 'y en los casos de paises con mayor

disponibilidad de recursos, se presentan

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 inmunodefi-
ciencia adquirida (SIDA) (1). El VIH es el
agente infeccioso mas estudiado de la histo-
ria; desde su descripcién durante los afos
80, ha generado diversidad de publicacio-
nes en todos los campos de la ciencia, estu-
dios que han permitido entender como el
virus infecta a la célula blanco y cual es su
ciclo de replicacion, conocimientos que han
hecho posible el desarrollo de estrategias
terapéuticas para su control y asi minimizar
su diseminacion (2).

obstaculos debido a la emergencia de cepas
resistentes (2). Paralelo a esto no siempre
son efectivas, son téxicas y no eliminan al
virus de los reservorios (3), lo que ha difi-
cultado el control de la infeccion.

Durante la historia natural de la infec-
cion, el individuo cursa con una fase agu-
da/primaria seguida por una fase de laten-
cia entre 3-10 anos, que conduce finalmen-
te a un colapso del sistema inmune que ca-
racteriza al SIDA (1). La infeccién aguda es
el resultado del paso exitoso del virus a tra-
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vés de las mucosas mediante transitosis a
través de las células epiteliales (4) y que
luego es capturado por las células dendriti-
cas (CD) de las mucosas, principalmente a
través del receptor DC-SIGN, que puede
mediar dos eventos: la internalizacién e in-
feccion de las CD y transferencia viral (con
o sin infeccion de las CD) a los linfocitos T
que expresan CD4/CCR5* (siendo ésta la
forma mas eficiente de infeccion de las cé-
lulas T CD4+) (5, 6). La interaccion T-CD
puede dar como resultado la formacion de
sincitio entre una CD y multiples linfocitos,
conduciendo a una produccién mayor de vi-
rus que la generada por cualquier poblacién
de célula individual (7, 8); esta transferen-
cia viral puede ocurrir tanto en los nédulos
linfaticos como en la piel o la mucosa (5).
La infeccion por VIH usualmente con-
duce a la alteracién funcional y declinacion
numérica de los linfocitos T CD4+, lo que
conlleva al desarrollo del SIDA, y como con-
secuencia, a la aparicion de infecciones
oportunistas y la muerte del individuo. A
pesar de multiples estudios, todavia existen
muchas lagunas sobre los mecanismos utili-
zados por el virus para mediar la muerte de
las células linfoides (9, 10). Reportes re-
cientes indican que la pérdida progresiva de
las poblaciones de CD4 es debida a una ina-
propiada produccion a nivel del timo, a re-
localizacion de los linfocitos virus-especifi-
cos en los 6rganos linfoides y a alteracion
en la homeostasis entre la proliferacion y
muerte celular por apoptosis, siendo este
altimo mecanismo uno de los principales
eventos que conduce a la destruccion de las
células del sistema inmune y a la progre-
siobn hacia la fase de SIDA (11). Asi, la
muerte celular acelerada activada por el vi-
rus o sus componentes, es considerada
como clave en la declinacion progresiva de
las células del sistema inmune, por lo que
dedicaremos especial atencién a los meca-
nismos que utiliza el virus para modular la
apoptosis y asi conducir a la disfuncion no

s6lo de los elementos de la inmunidad ad-
quirida, sino también a una parte importan-
te de componentes de la inmunidad innata,
los neutrofilos.

APOPTOSIS: EFECTO MODULATORIO
EJERCIDO POR EL VIH

La apoptosis o muerte celular progra-
mada es un proceso fisioldgico altamente
controlado y esencial para la regulacion del
crecimiento y diferenciacion celular (12).
Durante la activacion de la respuesta inmu-
ne frente a antigenos extrafos, la apoptosis
es requerida para eliminar células inflama-
torias (neutrofilos) o linfocitos T antige-
no-especificos efectores, una vez que han
gjecutado su funcion y asi evitar el desarro-
llo de autoinmunidad. La apoptosis se ca-
racteriza por retraccion celular, compacta-
ciéon de la cromatina nuclear, pérdida de la
forma multilobulada del ndcleo, pérdida de
receptores de superficie, cambios en la asi-
metria de la membrana plasmatica asociado
con la externalizaciéon de fosfatidilserina, lo
que permite que las células apoptéticas
sean fagocitadas por los macro6fagos. La
muerte celular se genera a través de dos
vias: la muerte inducida por activacion
(MIA), mediada por receptores de muerte o
via extrinseca y la muerte de forma auténo-
ma de células activadas (MACA), mediada
por proteinas relacionadas con la familia
Bcl-2 o via intrinseca. La via extrinseca es
activada por miembros de la familia de TNF
(TNF/TNFR, FasL/Fas, TRAIL/TRAIL ligan-
do, etc), mientras que la via intrinseca, por
sensores internos que transmiten sefales
directamente hacia la mitocondria (13).

La activacion de la via extrinseca a tra-
vés de Fas/FasL puede conducir a dos for-
mas de muerte; una dependiente de la fami-
lia de proteinas denominadas caspasas, par-
ticularmente a través de la activacion de
caspasa 8 y 10 y otra independiente de cas-
pasas (14, 15). La via extrinseca, a su vez,
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puede seguir una ruta independiente de la
mitocondria (es decir no es influenciada
por los miembros de la familia Bcl-2), o co-
nectarse con la ruta de las mitocondrias, a
través la accion de caspasa 8, que puede es-
cindir a Bid (un miembro de la familia
Bcl-2) y conectar a la mitocondria con la
cascada extrinseca (16).

La via intrinseca 0 mecanismo depen-
diente de la mitocondria es marcada por la
permeabilizaciéon de la membrana mitocon-
drial (MMP), siendo éste el evento primario
de este proceso (15) y al igual que durante
la activacion de la via extrinseca, puede me-
diar la activacion de las caspasas, pero en
este caso es a través de la liberacion del ci-
tocromo c al citoplasma, que bajo condicio-
nes normales se encuentra en el espacio in-
termembranal de la mitocondria (16). Una
vez liberado puede unirse a una proteina ci-
tosolica conocida como APAF o factor acti-
vador de proteinas de apoptosis (15) y me-
diar la activacion de caspasa 9; este com-
plejo a su vez activa a caspasa 3, uno de los
principales ejecutores de muerte celular.
Otros elementos liberados de la mitocon-
dria durante el proceso de muerte celular
son SMAC/Diablo y Omi/HtrA2, que se
unen al inhibidor de proteinas apoptdéticas
(IAP) ubicado en el citosol, neutralizando
asi su efecto sobre caspasa 9 y caspasa 3
(17).

El VIH cuenta con diversas estrategias
para activar la maquinaria de apoptosis tan-
to en células infectadas como en las no in-
fectadas, induciendo asi la muerte de célu-
las efectoras del sistema inmune. Los meca-
nismos involucrados en la destruccion de
las células linfoides incluyen la muerte di-
recta por expresion de genes virales en las
células infectadas, muerte indirecta de cé-
lulas no infectadas por liberacion de protei-
nas virales pro-apoptéticas, destruccion de
efectores especificos en los tejidos infecta-
dos por el virus y expresion alterada de pro-
teinas reguladoras de la apoptosis tanto en

las células T, como en las células presenta-
doras de antigeno, como consecuencia de la
activacion celular cronica mediada por el
virus (13).

La contribucién de la apoptosis en la
progresion de la enfermedad ha sido docu-
mentada en varios modelos experimentales
tanto in vitro como in vivo. Se ha eviden-
ciado que los progresores lentos muestran
una tasa de apoptosis mas baja, en compa-
racion con los progresores rapidos (13) y de
esta manera, se contribuye al incremento
en la susceptibilidad a sufrir infecciones por
gérmenes oportunistas.

Las células infectadas por el VIH obte-
nidas de pacientes, al igual que lineas celu-
lares pro-monociticas infectadas in vitro
(18), muestran cambios en la regulacion de
receptores pro-apoptéticos; ejemplo de ello
es un incremento en la expresion de Fas y
su ligando (FasL), acompafiado por incre-
mento de la expresion de proteinas intrace-
lulares pro-apoptéticas miembros de la fa-
milia Bcl2 (BcIXS y Bax) y disminucion de
la expresion de proteinas anti-apoptoticas
como Bcl2 y BcelXL (18, 19). Las células T
de pacientes infectados no s6lo muestran
aumento en la expresion del receptor Fas,
sino que ademas tienen mayor susceptibili-
dad de morir por esta via (20-28). En célu-
las mononucleares (linfocitos T CD4+ vy
CD8+, asi como en macrofagos) se ha evi-
denciado un aumento en la expresion en su-
perficie de FasL (11, 26, 29) y niveles eleva-
dos de Fas soluble (30); estos cambios es-
tan asociados con un incremento en la car-
ga viral y con la progresion hacia la fase de
SIDA. La participacion de otros receptores
y ligandos de muerte también ha sido docu-
mentada durante la infeccion por VIH; por
ejemplo, se ha demostrado que los niveles
de TNF se encuentran elevados en sangre
periférica de pacientes sintomaticos (11).
En resumen, el virus es capaz de regular la
apoptosis mediante la modulacion de MIA,
asociado con alteracion de la expresion de
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receptores de muerte (sistema Fas/FasL)
en linfocitos T CD4+ y CD8+, estos cambios
a su vez estan relacionados con la progre-
sion de la enfermedad hacia la fase de SIDA
(27, 31-33).

Otro fendmeno observado es la muerte
mediada por células autologas infectadas,
demostrada en macréfagos, monocitos, ceé-
lulas T CD4+ y células T CD8*, derivadas de
pacientes infectados, que son capaces de in-
ducir muerte en células no infectadas,
ejemplo de ello es que los macréfagos y mo-
nocitos, en presencia del VIH, expresan ni-
veles elevados de FasL y son capaces de in-
ducir muerte a linfocitos T efectores no in-
fectados (11).

También se ha sugerido la regulacion
de MACA durante la apoptosis inducida por
el VIH, por el aumento de la apoptosis es-
pontanea observada en las células mononu-
cleares de sangre periférica (34-37), espe-
cialmente aquellas que tienen fenotipo de
células activadas (38, 39), asociado con dis-
minucién de la expresioén de Bcl2 detectado
in vivo en nédulos linfaticos y sangre de in-
dividuos seropositivos (40). Los linfocitos
de sangre periférica de los pacientes tienen
pérdida del potencial transmembrana mito-
condrial (A¥m), asi como también aumen-
to en la produccion de metabolitos reacti-
vos del oxigeno por la mitocondria; estos
cambios se han correlacionado con la apop-
tosis espontanea (41, 42).

EFECTO DEL VIH
SOBRE LOS NEUTROFILOS

Los polimorfonucleares neutrofilos
(PMN) forman parte de los componentes
inespecificos del sistema inmune. Estas cé-
lulas participan como elementos amplifica-
dores, que en asociacion con el complemen-
to se encargan de eliminar a los agentes ex-
trafios (43). La funcion de los neutréfilos
no se limita a la fase efectora de la respues-
ta inmune, sino también actlan como ele-

mentos moduladores de la inmunidad adap-
tativa (44, 45). Los neutrdfilos tienen un
papel fundamental en la defensa contra
agentes infecciosos, evidenciado por el he-
cho que ciertos defectos en su funcion, con-
ducen a infecciones severas que ponen en
peligro la vida del paciente, tal es el caso de
la Enfermedad Granulomatosa Cronica
(CGD), una inmunodeficiencia primaria ca-
racterizada por una inusual susceptibilidad
a sufrir infecciones por agentes flngicos y
bacterianos (46) y el sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida, en la cual la inapro-
piada funciéon de los PMN conduce a una
susceptibilidad marcada a sufrir infecciones
por hongos y bacterias (47). Recientemente
se ha demostrado la presencia de la molé-
cula CD4 en neutréfilos de individuos, tan-
to seropositivos como seronegativos para el
VIH; esta observacién sumada a reportes
previos de presencia constitutiva de CXCR4
y DC-SIGN, pudiera indiciar que los PMN
son blancos directos del virus o de sus
componentes (48).

Existen evidencias previas de alteracio-
nes funcionales de los neutroéfilos, asociadas
con la progresion de la enfermedad, que in-
cluyen disfuncion de la produccién de supe-
roxido, dada por una produccion basal in-
crementada (49), asociada con una incapa-
cidad para responder frente a estimulos, de-
fecto que se profundiza conforme progresa
la enfermedad (50, 51). Ademas de la dis-
funcion en la produccion de superoxido, se
han descrito defectos en la fagocitosis, en
la quimiotaxis y en la expresion de molécu-
las de adhesion (49). Una de las explicacio-
nes de estos defectos funcionales, es el in-
cremento de la apoptosis constitutiva evi-
denciada por algunos autores (52-54), que
ademas pudiera explicar en parte la neutro-
penia observada en los pacientes en fase de
SIDA. Los mecanismos que conducen a la
muerte acelerada de los neutrdfilos no han
sido dilucidados. Nuestro grupo se ha pro-
puesto estudiar los mecanismos involucra-
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dos en la muerte celular espontanea de los
neutrdéfilos y evidenciar la participaciéon del
sistema Fas/FasL en la apoptosis.

En una primera fase, mediante la deter-
minacién del porcentaje de hipodiploidia de
células fijadas con paraformaldehido al 1%,
permeabilizadas con saponina y tefiidas con
ioduro de propidium (IP), evaluamos la muer-
te celular constitutiva e inducida via Fas en
los neutrofilos de los pacientes asintométicos
con contaje de CD4 > 200 cell/mms3
(840 cel/mm?3 % 366 DS) y con una viremia
promedio de 133.801 copias/mL de ARN de
HIV-1; tal y como se evidencia en la Fig. 1, la
apoptosis espontanea de los neutrofilos de los
pacientes (n = 30); es significativamente ma-
yor cuando se compara con la de los contro-
les (n = 30), la elevada tasa de muerte cons-
titutiva no se correlacion6 con los niveles de
carga viral ni el contaje de CD4 (55), resulta-
dos que corroboran reportes previos (53).

Evidencias 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 niveles elevados de Fas
en su superficie (56). La muerte acelerada
de los neutrdfilos de los pacientes infecta-
dos pudiera ser una consecuencia de una
desregulacion en la expresion de receptores
de muerte como Fas/FasL, por lo que explo-
ramos la expresion de Fas y FasL en los
PMN de los pacientes, en condiciones basa-
les y posterior a la estimulacion con
100 ng/mL de PMA (Phorbol 12-myristate
13-acetate). Los resultados muestran que la
expresion de FasL es significativamente ma-
yor en la superficie de los neutréfilos de los
pacientes, en comparacion con los contro-
les seronegativos (p < 0,05) (Fig. 2) (55).
Se evalu6 ademas la cinética de expre-
sién de Fas en la superficie de los neutrofi-
los. Fas es expresado en alto porcentaje en
la superficie de los neutrofilos de manera
constitutiva. Una  vez estimulados
(100 ng/mL de PMA) durante los primeros
15 minutos ocurre una pérdida de la expre-
sion en la superficie de las células, la cual
es parcialmente recuperada a los 60 minutos.
La expresion de Fas tanto bajo condiciones
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Fig. 1. Muerte celular espontanea e inducida via Fas en neutrofilos de pacientes seropositivos y con-
troles. La grafica muestra los intervalos de confianza de la apoptosis constitutiva e inducida
via Fas. La apoptosis fue determinada posterior a 4 horas de incubaciéon, mediante la tincion
con ioduro de propidium (IP) (corroborada mediante el doble marcaje con Annexina-V/IP) y
el porcentaje de hipodiploidia analizado mediante citometria de flujo. *Indica diferencias

estadisticamente significativas (55).

Investigacion Clinica 46(3): 2005



Papel del VIH en la apoptosis de leucocitos

295

’ —e— controles

—a— HIV patients |

45

40

N

35

30

25

FasL

20
15

10 V

Intensidad de fluorescencia (MFT)

5

0
PMA

(100ng/mL)
Tiempo: 60 min

Fig. 2. Expresion de FasL en la superficie de los neutrofilos de los pacientes y controles. La figura
muestra los promedios de la intensidad de fluorescencia de la expresion de FasL, expresado en
la superficie de los neutrofilos bajo condiciones basales y posterior a la estimulacién con PMA.
*Indica diferencias estadisticamente significativas (55).

basales, como posterior a la estimulacion, fue
similar en ambos grupos, (p > 0,05) (datos
no mostrados). Adicionalmente evaluamos la
muerte inducida via Fas utilizando un anti-
cuerpo especifico anti-Fas (CH-11) con la fi-
nalidad de inducir el entrecruzamiento de
este receptor, a través de su incubacién in
vitro durante 4 h. Se evidencio6 que la muer-
te inducida es significativamente mayor en
los neutrofilos de los pacientes (Fig. 1) y
sugiere que a pesar de no observarse cam-
bios significativos en los niveles de expre-
sibn de Fas, la susceptibilidad de sufrir
muerte por esta via esta incrementada du-
rante la infeccién. A diferencia de la apopto-
sis constitutiva, esta elevada susceptibilidad
de morir via Fas se relacion6 con la carga vi-
ral y con la co-expresion de Fas/FasL en la
superficie de estas células en condiciones de
reposo (55), lo que pudiera indicar que la
presencia de ambas moléculas (Fas/FasL) en
la superficie, pudiera activar la muerte auto-
crina en los PMN de los pacientes.

Al igual que lo observado en los neu-
tréfilos, las células T de pacientes VIH sero-
positivos muestran una elevada susceptibili-

dad de morir via Fas (31, 33, 57). Inicial-
mente se penso que el mecanismo principal
de muerte de las células T, era producto del
efecto citopatico generado por el virus so-
bre las células infectadas. Sin embargo,
existen evidencias que mecanismos diferen-
tes a los efectos citopaticos generados por
la infeccion pueden regular la muerte celu-
lar. Mediante técnicas de hibridacion in situ
en nédulos linfaticos, se ha evidenciado que
la mayoria de las células apoptdticas no es-
tan infectadas (58), indicando que existen
otros mecanismos involucrados en inducir
muerte, ademés de la infeccion directa de
las células (11, 58), por lo que se pudiera
argumentar que células inflamatorias como
los polimorfonucleares pudieran ser tam-
bién blanco de proteinas virales, sin ser cé-
lulas susceptibles a la infeccién.

Un aspecto importante a tomar en
consideracion dentro de la fisiologia de los
neutrofilos, es la participacion de las pro-
tein kinasas regulada por sefales extracelu-
lares (MAPK), consideradas como mediado-
res de sefiales de sobreviva y muerte. Previa-
mente se ha demostrado que la fosforila-
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cion y activacion de uno de los miembros
de las MAPK, ERK media sefales asociadas
con la sobreviva de estas células (59), mien-
tras que algunos autores afirman que la fos-
forilacion de p38 esté asociada con la apop-
tosis esponténea de neutrofilos provenien-
tes de controles sanos (60, 61), otros auto-
res no confirman estas observaciones (62).
Teniendo en cuenta estos antecedentes de-
cidimos evaluar la participacién de estas
dos kinasas en la muerte espontéanea e in-
ducida via Fas en los neutrdéfilos de pacien-
tes infectados por el VIH, a través del uso
de inhibidores especificos para cada uno de
ellos (ERK y p38). Al utilizar el inhibidor de
ERK (50 uM de PD98059), se evidencid me-
diante la determinacion del porcentaje de

hipodiploidia de células tefiidas con IP, un
incremento en la apoptosis esponténea sélo
en las células de los pacientes, mientras
que la apoptosis inducida via Fas no fue
afectada (Fig. 3) (55); no se observaron
cambios estadisticamente significativos en
la apoptosis espontanea ni via Fas con el
uso del inhibidor de p38 (10 pM de
SB203580) (Fig. 4) (datos no publicados).
Estos resultados sugieren un compromiso
de la via de ERK en los PMN de los pacien-
tes y que el uso del inhibidor pudiera gene-
rar un desbalance en la cascada de las
MAPK, que favorecen la muerte de estas cé-
lulas. Para comprender con mayor claridad
la participacion de las MAPK durante la
apoptosis de PMN de pacientes VIH seropo-
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Fig. 3. Efecto del inhibidor de ERK sobre la apoptosis espontanea de los neutroéfilos de los pacientes
VIH positivos y controles sanos. a) Se muestra la media del porcentaje de apoptosis de las cé-
lulas tratadas y no tratadas con el inhibidor de ERK (PD98059) a una concentracién de
50 uM. b) Las células lisadas, sometidas a electroforesis y transferidas a una membrana de
PVDF fueron tratadas con anti-fosfo-ERK y con anti-ERK, para demostrar la inactivacion de
ERK cuando se utiliz6 PD98059. *Indica diferencias estadisticamente significativas (55).
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Fig. 4. Efecto del inhibidor de p38 sobre la apoptosis espontanea de los neutrofilos de los pacientes
VIH positivos y controles sanos. La figura muestra la media del porcentaje de apoptosis de las
células tratadas y no tratadas con el inhibidor de p38 (SB203580) a una concentracion de
10 pM, durante 4 horas de cultivo. Panel izquierdo corresponde a PMN de controles y el panel
derecho corresponde a PMN de pacientes (datos no publicados).

sitivos, es necesario evaluar la participacion
de otras kinasas miembros de esta familia
(Ej. INK) involucradas en la muerte de los
neutrofilos.  Adicionalmente  podriamos
asumir que los mecanismos que conducen a
la muerte espontdnea y via Fas parecieran
estan regulados por dos vias diferentes.

Varias proteinas del virus estan involu-
cradas en mediar la muerte celular, entre
ellas la glicoproteina de envoltura (Env),
Tat, Rev, Nef, Vpr y proteasas (63-65). La
participacion de productos del virus ha sido
previamente demostrada, por ejemplo Vpr
(viral protein R) puede causar desintegra-
cion del potencial de membrana de la mito-
condria en células intactas y provocar la li-
beracién del cirtocromo c, y de esta mane-
ra, conducir a la apoptosis. Por otro lado,
Tat favorece la disminucion de la expresion
de Bcl2 e incremento de la expresion de
caspasa 8. La disminucion de Bcl2 intrace-
lular es afectada ademas por la degradacion
proteolitica inducida por proteasas codifica-
das por el virus o por proteinas virales regu-
ladoras y estructurales (Tat, Nef, Env o Vpr)
(11, 13).

Env es capaz de interactuar directa-
mente con receptores ubicados en la super-
ficie de la célula blanco (Ej. CD4 o con los
co-receptores) e inducir muerte de los lin-
focitos no infectados. EI mecanismo por el
cual se genera la muerte puede variar de-
pendiendo de la naturaleza de la proteina
Env (soluble secretada de células infecta-
das, expresada sobre los viriones o en la su-
perficie de las células infectadas) y de la cé-
lula blanco. En el caso de expresarse en la
superficie de una célula infectada, puede in-
teractuar con un linfocito no infectado que
expresa CD4 en su superficie e inducir
muerte a traves de activacion de sefiales de
apoptosis mediadas por receptores, hemifu-
sion con la célula blanco y la formaciéon de
sincitio, eventos que conducen a la muerte
celular (9). La muerte inducida por Env
puede activarse, ademas, dependiente de
CXCR4 e independiente de la presencia de
CD4 (66, 67), conduciendo a la activacion
de la cascada de apoptosis dependiente de
la mitocondria, y al parecer, no involucra la
participacion de los miembros de la familia
de las MAPK (ERK, p38, JNK) (68-70), ni
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del sistema Fas/FasL. Asi, la interaccién de
Env con CXCR4 genera depolarizacion de la
membrana mitocondrial, liberacion del ci-
tocromo c y activacion de caspasa 9y 3 (68,
71-76). Env puede ademas interactuar con
CCRS5 e inducir la expresion de FasL y acti-
vacién de caspasa 8 en linfocitos T CD4*
(77).

La regulacién de la expresion de FasL
en la superficie de células mononucleares
(linfocitos T CD4, CD8, monocitos/macro-
fagos, células dendriticas) se ha atribuido
principalmente a dos productos virales Env
y Nef (78-81). Se ha sugerido que Nef es
esencial para la patogénesis viral y es consi-
derado como uno de los reguladores de la
apoptosis, postulado por los siguientes ha-
llazgos: 1) La infeccién en humanos con ce-
pas que no tienen nef, produce progresiéon
més lenta hacia la fase de SIDA; 2) Las cé-
lulas T que expresan Nef co-expresan FasL;
3) Nef puede incrementar la muerte de cé-
lulas no infectas (82, 83). En este estudio
se decidio explorar el efecto directo de Nef
sobre la expresion de FasL en la superficie
de los PMN provenientes de individuos sa-
nos. Para tal fin, usamos la proteina recom-
binante GST-Nef para los ensayos funciona-
les, mediante la incubacion durante dos ho-
ras a 37°C. En un primer paso, las células
fueron marcadas con un anticuerpo anti-
FasL asociado con biotina y en un segundo
paso incubadas con streptavidin-PE, final-
mente analizadas por citometria de flujo.
Como puede observarse en la Fig. 5a y b,
GST-Nef induce un incremento significativo
en la expresion de FasL en la superficie de
los neutréfilos provenientes de individuos
seronegativos, en comparacion con los con-
troles expuestos a GST (datos no publica-
dos). Estos resultados preliminares hablan
a favor de un efecto regulador directo de
Nef sobre los mecanismos que controlan la
expresion de FasL en los PMN. En células T
se ha evidenciado que Nef es capaz de indu-
cir la expresion de FasL a través su interac-
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Fig. 5. Induccion de la expresion de FasL en la
superficie de los neutréfilos mediado
por Nef. a) Muestra el valor de la media
(x£DS) del porcentaje de expresién de
FasL en los neutroéfilos de controles se-
ronegativos incubados por 2 horas a
37°C con 1 pg/mL de GST y GST-Nef. b)
Histograma representativo que eviden-
cia: 1: expresion de FasL de neutrdfilos
tratados con GST; 2: expresion de FasL
de neutrofilos tratados con GST-Nef; 3:
imagen solapada de ambos gréficos
(datos no publicados).

cién con la cadena ¢ del TCR y esto condi-
ciona a la activacion y reclutamiento de
una kinasa, conocida como kinasa asociada
a Nef (p62/NAK); sin embargo, no esta cla-
ro como este complejo conduce a un incre-
mento en la expresion de FasL en las célu-
las blanco (78); hacen falta estudios adicio-
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nales para dilucidar como Nef regula la ex-
presion de FasL en la superficie de los
neutrofilos.

Para profundizar en el significado del
incremento de FasL sobre la superficie de
los PMN, se evalué ademas el papel de Nef
sobre la apoptosis espontanea en los neu-
tréofilos de controles sanos, sensibilizados
previamente con Nef; en este caso no se evi-
dencié efecto alguno de esta proteina sobre
la muerte celular de los neutréfilos (datos
no mostrados), lo que indica que probable-
mente otros componentes del virus diferen-
tes a Nef podrian estar involucrados en
inducir la muerte de los PMN.

Se ha postulado que la modulacién de
la expresién de FasL en la superficie de una
gran variedad de células, como es el caso de
los macroéfagos infectados por el VIH (13,
33, 79, 84, 85), es un mecanismo para pro-
teger a los reservorios de la accién de las
células efectoras. De alli que se evalué otro
posible significado bioldgico de los niveles
elevados de FasL sobre los PMN de los pa-
cientes, a través de ensayos de co-cultivo
con células linfoides no infectadas (utilizan-
do un linea celular susceptible a la muerte
mediada por Fas conocida como J77) y los
neutrofilos como células inductoras de
muerte. Previo a estos ensayos de co-cultivo
se corroboré la expresion de Fas (superior
al 90%) en la superficie de las J77,
mediante la tincion con anti-Fas-FITC y
analisis por citometria de flujo.

Los PMN purificados provenientes de
pacientes y controles fueron fijados con pa-
raformaldehido al 1% y co-cultivados con las
J77 proporcion 1:1, por un periodo de 48
horas. La muerte fue evaluada por dos mé-
todos (tincion con Annexina-V/IP y porcen-
taje de hipodiploidia por tincion del ADN
con IP) y analizada mediante citometria de
flujo. El uso del marcaje con Annexina-V si-
multdneamente con IP, permitié ademas
utilizar anti-CD3-PerCP para seleccionar to-
das las células positivas para el marcador

CD3 (linfocitos T) e identificar con mayor
certeza a la poblacion linfoide. Para la
apoptosis se cuantificaron sélo aquellas cé-
lulas positivas para Annexina-V, mientras
que para determinar el porcentaje de
muerte total se tomd la sumatoria de todas
aquellas células positivas, tanto para
Annexina-V como para IP.

El co-cultivo con PMN, provenientes
tanto de controles como de pacientes VIH
positivos, indujo un incremento de la apop-
tosis en las J77 (cuantificado por el porcen-
taje de hipodiploidia y corroborado por la
determinacion del porcentaje de células po-
sitivas sélo para Annexina-V), no se eviden-
cid diferencias estadisticamente significati-
vas entre ambos grupos (p = 0,2) (datos no
mostrados). Al analizar el total de muerte
celular inducida por los PMN de pacientes y
controles sobre las J77, se observé que los
PMN de pacientes VIH positivos indujeron
mayor porcentaje de muerte en células lin-
foides (Fig. 6), encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05)
(datos no publicados). Adicionalmente,
cuantificamos mediante tincion con el anti-
cuerpo monoclonal anti-FasL, la expresion
basal de FasL en la superficie de los neutroé-
filos para establecer una asociacién entre
su capacidad para inducir muerte y la ex-
presion del ligando de Fas. Sin embargo, no
evidenciamos correlacion entre estos dos
pardmetros. Estos resultados sugieren que
los neutrdfilos de pacientes infectados pu-
dieran participar en la eliminacién de célu-
las no infectadas y asi contribuir con el
deterioro de la respuesta inmune; sin em-
bargo, existen otros factores ademés de la
expresion de FasL que pudieran contribuir
con la muerte de células linfoides.

En conclusién, podemos sugerir tres
posibles efectos del virus sobre los neutrofi-
los: 1) Apoptosis espontanea modulada a
través del desbalance de la cascada de las
MAPK; 2) Incremento en la susceptibilidad
de sufrir apoptosis via Fas, asociada con in-
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Fig. 6. Cuantificacién de la muerte total en las
J77: Porcentaje de muerte de las Jurkat
co-cultivadas durante 48h con neutrofi-
los fijados con paraformaldehido al 1%.
*Indica diferencias estadisticamente sig-
nificativas (datos no publicados).

cremento en los niveles de viremia e incre-
mento en la expresion de FasL, inducida en
parte por Nef; 3) Induccion de muerte de
células linfoides no infectadas, por mecanis-
mos independientes de la expresion de
FasL, que pudiera contribuir con la elimina-
cion de células efectoras reclutadas al sitio
de inflamacién. Alun quedan muchas inte-
rrogantes por responder sobre los mecanis-
mos utilizados por el virus para regular la
muerte de estas células. Son necesario nue-
vos estudios para profundizar sobre el papel
de las MAPK, el superéxido, miembros de la
familia Bcl2 y las caspasas. Comprender es-
tos aspectos claves en la cascada de apopto-
sis de los neutrofilos podria en un futuro
aportar posibles blancos terapéuticos, que
permitan restaurar la funcién de estéas
células durante la infeccién por el VIH.
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