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Resumen

La muerte celular programada representa para el
sistema inmune una de sus principales herramien-
tas a fin de mantener la homeostasis. Este proceso
es altamente eficiente al controlar el desarrollo y
activacion de las células linfoides tanto a nivel de
los organos linfoides primarios como secunda-
rios. Por lo tanto, durante la ontogenia se activan
mecanismos de seleccion positiva y negativa, a
fin de evitar el desarrollo y maduracién de linfo-
citos potencialmente autorreactivos. La seleccion
negativa se genera por la presencia de linfocitos
con alta afinidad por antigenos propios, lo que
condiciona la activacion de mecanismo de muerte
por apoptosis. En el caso de linfocitos maduros
activados en la periferia, el sistema debe asegurar
que sobrevivan los linfocitos con alta afinidad por
los antigenos extrafios, mediando asi la activacion
de los eventos de muerte celular en aquellos con
baja afinidad por estos antigenos. Los eventos que
activan y conducen a la muerte celular son dife-
rentes en los distintos estadios de maduracion. En
esta revision se discutiran los eventos de la muer-
te celular que controlan el desarrollo de seleccion
de estas subpoblaciones linfocitarias
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PROGRAMMED CELL DEATH: II.ROLE IN
THE DEVELOPMENT AND FUNCTION OF
LYMPHOID CELLS IN THE IMMUNE SYSTEM

Abstract

Programmed cell death (PCD) is one of the most
important mechanisms for the immune system to
maintain the homeostasis. This process is highly
efficient in the control of lymphocyte development
and activation, in both primary and secondary
lymphoid tissues. Hence, during the ontogeny the
immature lymphocytes go through positive and
negative selection, in order to prevent potential
autoreactive lymphocytes, to reach peripheral
tissues. Therefore, negative selection is activated
against every immature lymphocyte that show a
high affinity for self antigens, which mostly will
be eliminated by apoptosis or PCD. On the con-
trary, in peripheral tissues, the immune system is
committed into a process of positive selection for
populations capable of reacting with a high affi-
nity against foreign antigens, in order to assure
a more efficient immune response. Consequently,
lymphocytes with a low affinity for foreign anti-
gens, need to be deleted by PCD. The purpose of
this review is to describe the different processes
of PCD which are involved during lymphocytes
ontogeny, life and differentiation.

KEY WORDS: apoptosis, programmed cell dea-
th (PCD), ontogeny, lymphocytes, homeostasis,
intrinsic and extrinsic pathway.
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1. Introduccion

La muerte celular programada o apoptosis en el
sistema inmune es un proceso fundamental que
regula la maduracion de los linfocitos, la selec-
cion del repertorio de receptores especificos para
linfocitos T (TCR) y B (BCR) y la homeostasis.
Asi, la muerte por apoptosis es esencial tanto para
la funcion de los linfocitos como para el creci-
miento y diferenciacion (1). El sistema inmune es
una sociedad de células interactuando, que con-
siste de linfocitos T y B, células asesinas natu-
rales (NK), macréfagos, células dendriticas, po-
limorfonucleares y sus subclases. La mayoria de
los componentes del sistema inmune nacen en la
medula 6sea; los linfocitos B, las células NK, los
macroéfagos, polimorfonucleares y un grupo de
células dendriticas, maduran en la médula 6sea
y en el higado fetal, mientras que los linfocitos
T y una subpoblacion de células dendriticas, ma-
duran en el timo (2). Las células del sistema in-
mune trabajan en equipo y después del contacto
con agentes infecciosos las células presentadoras
de antigeno (APCs) profesionales, como las cé-
lulas dendriticas en particular, presentan pépti-
dos antigénicos de éstos agentes infecciosos a las
células T, favoreciendo la comunicacion y pola-
rizacion de la respuesta inmune efectora, lo que
condiciona entre otros eventos la proliferacion y
expansion de las células involucradas, seguida de
la fase de contraccion donde la mayoria de los lin-
focitos son eliminados. Los pocos que sobreviven
constituyen un pool de células de memoria (2).
Esta fase final es crucial para el control del dano
tisular y el desarrollo de enfermedades autoinfla-
matorias.

Diversas caracteristicas del sistema inmune son
unicas, una de ellas es la especificidad, producto
de la generacion del repertorio de linfocitos T y
B, determinado por el reordenamiento de genes
de la regidn variable que conforman tanto el TCR
como el BCR, y la posterior seleccion (negativa o
positiva) de estas clonas, lo que conduce a proce-
sos altamente regulados, a fin de generar reperto-
rios de células B y T especificos para la totalidad
de antigenos, preservar la integridad de los tejidos
propios y prevenir la autoinmunidad, ademas del
control homeostatico descrito previamente (des-
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pués de la fase de expansion clonal, los linfocitos
reactivos al antigeno deben ser valorados de nue-
vo hasta que el grupo de células linfoides alcance
el nivel basal) (3). Este balance es logrado por un
ajuste entre expansion/crecimiento y muerte celu-
lar, debido a que generalmente el sistema inmune
produce mas células de las que finalmente nece-
sita, de tal manera que las células extra son elimi-
nadas por apoptosis (4). Es asi como la apoptosis
controla diversos procesos como la génesis, dife-
renciacion y control de la respuesta inmune. De-
bido a su papel critico en la homeostasis tisular,
en esta revision se describirdn los mecanismos
moleculares del control y ejecucion de la muerte
celular programada (MCP), involucrados en cada
uno de los eventos clave de la fisiologia de la res-
puesta inmune.

2. Ontogenia de linfocitos T y papel de la MCP

El repertorio de células T es formado en el timo.
Un raton adulto joven con 1-2x108 timocitos ge-
nera entre 20 a 40 millones de nuevas células T
por dia. Pero el numero de células T que sale del
timo y entra en la periferia es de solamente 2-3%
del pool de células T que inicialmente fueron ge-
neradas (4). En el timo, los linfocitos T son dividi-
dos en tres estados de desarrollo: el estado doble
negativo CD4-CDS- (DN), el estado doble positi-
vo CD4+CD8+ (DP) y el estado simple positivo
CD4+CD8- 0 CD4-CD8+ (SP). En cada etapa las
sefiales que conducen a apoptosis son diferen-
tes (4, 5). Uno de los eventos mas critico de este
complejo proceso, es el reordenamiento del TCR
y su evaluacién a fin de determinar su funciona-
lidad para la adecuada activacion de la respuesta
inmune, preservando la integridad de los tejidos
propios, es por ello que se ponen en juego eventos
clave como la seleccion positiva y negativa (para
TCRs potencialmente autorreactivos). Otra for-
ma descrita de seleccion negativa conocida como
muerte por negligencia, para aquellas células T
que fallen en arreglar sus genes TCR productiva-
mente y que no pueden interactuar eficientemente
con las APCs timicas (c¢lulas epiteliales timicas y
células dendriticas) que expresan complejos pép-
tidos-MHC propios (2).
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2.1 Timocitos DN

Los timocitos DN estan divididos en cuatro
subpoblaciones de desarrollo DN1-DN4, identi-
ficados por la expresion diferencial en su super-
ficie de CD25 y CD44 (6). Durante el desarrollo
de los timocitos DN, la citocina IL-7 ha mostrado
ser crucial como una molécula pro-supervivencia.
Los miembros antiapoptéticos de la via intrinse-
ca de la familia Bcl-2 (Bcl2, BclXL, Mcl y Al)
(7), son las moléculas efectoras de la sefializacion
producida por IL-7. Bcl-2 se expresa altamente
en el estado DN, y en conjunto con Mcl-1 parti-
cipan como un factor pro-supervivencia regulado
por la senalizacion de la IL-7, que no solo modula
la supervivencia en los timocitos, sino de células
en etapas mas tempranas del desarrollo, como las
células hematopoyéticas pluripotenciales (CHP)
y el precursor linfoide comun (PLC) (4, 5).

El TCR esta constituido por dos cadenas trans-
membrana (o y B); durante el desarrollo en la eta-
pa de DN, la cadena B inicia su reordenamiento
y expresion, lo que constituye un punto de con-
trol del desarrollo del timocito. Otro elemento de
particular importancia durante el desarrollo de los
timocitos es la cadena pTa, que transitoriamente
acompana a la cadena B y ejerce otro punto de
control para permitir o no la progresion en el desa-
rrollo y conceder la expresion de la cadena a, que
formara parte del TCR definitivo. La seleccion de
la cadena B es un evento clave en el estadio DN3
mediado por la sefalizacion del pre-TCR. Sin una
buena senal del pre-TCR, la célula DN3 entra en
apoptosis, evento que es mediado tanto por la via
intrinseca (A1/Bfl-1) como por la extrinseca. La
via extrinseca puede mediar la apoptosis en las
células DN3 que no reciben senal del pre-TCR y
dentro de los receptores descritos que participan
en esta fase estan: el receptor de muerte 3 (DR3),
DR5 y el receptor del TNF 1 (TNFRI), los cuales
son expresados en las células DN3 (4, 5) y apa-
rentemente median las sefiales en este etapa de
desarrollo.
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2.2 Timocitos DP y la muerte por negligencia

Los timocitos DP reordenan y expresan su cadena
TCRa y una vez que es coexpresada para confor-
mar el TCR, son objeto de seleccion positiva y
negativa. Solamente los timocitos que expresen
un TCR con una afinidad intermedia por el com-
plejo péptido-MHC propio son seleccionados po-
sitivamente. Los timocitos que expresen un TCR
con baja afinidad o que sean incapaces de inte-
ractuar con las células epiteliales timicas, mue-
ren por negligentes para asegurar un repertorio
de TCR funcional en la periferia. Los timocitos
que expresen un TCR con alta afinidad son objeto
de seleccion negativa para ser eliminados como
células T potencialmente autorreactivas, o sufren
un proceso de rescate de la muerte para asi for-
mar parte del repertorio de células T reguladoras
(Treg) naturales (nTreg) (4, 5). En esta fase del
desarrollo de los timocitos la molécula BcelxL se
expresa y ejerce un papel relevante en el control
de la sobrevida (5).

La muerte por negligencia contribuye a la ma-
yoria de la muerte celular durante el desarrollo
de los timocitos. Se estima que el 90% de los ti-
mocitos en desarrollo mueren por negligentes. La
degradacion de proteinas antiapoptoticas como
Bcl-2 y Bel-XL y la liberacion del citocromo ¢
en el citoplasma, son los eventos tempranos que
conducen a la muerte espontanea de los timoci-
tos por apoptosis (via intrinseca), asociado con la
expresion de la proteina proapoptotica Bim (3),
involucrada en ejecutar la muerte espontanea de
los timocitos. Otros miembros proapoptoéticos de
la familia Bcl-2, como Bax y Bak, participan en
colaboracion con Bim, como ejecutores en la via
intrinseca (4, 5). El resumen de los mediadores
de sobrevida/muerte durante la ontogenia de lin-
focitos T, se muestra en la figura 1 (adaptado de
ref. 5)
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Figura 1. Ontogenia de linfocitos T y los mecanismos de
control de la sobrevida/muerte

2.3 Timocitos SP y seleccion negativa

La seleccion negativa elimina a los timocitos
que expresen un TCR con alta afinidad, para re-
ducir el riesgo de autoinmunidad en la periferia.
Recientemente se ha demostrado que la proteina
antiapoptotica, c-FLIP es requerida para la ma-
duracion de los timocitos brindando proteccion
contra la apoptosis en este estadio. Por esto, uno
0 mas receptores de muerte pueden participar en
el proceso de maduracion del timocito hacia SP.
Dentro de los receptores de la via extrinseca que
participan en la seleccion negativa, se destaca al
sistema Fas/FasL, que juega un papel critico en
la seleccion negativa de timocitos semimaduros
cuando el TCR recibe senales fuertes (4, 5).

3. Eventos que controlan la sobrevida/muerte
de linfocitos B

Tres moléculas de superficie celular son elemen-
tos clave en la regulacion de la vida y muerte de
las células B, especificamente: BCR, CD40 y
CD95. El estado de maduracion y de activacion,
la cantidad y la cualidad de la senal y el contexto
de citocinas y otros componentes del medio am-
biente celular, son elementos clave en definir si se
desencadena la sobrevida o muerte, en presencia
de un antigeno. Evidencias obtenidas de células B
normales o malignas, sugieren que la activacion
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del BCR induce apoptosis por la via mitocondrial
(1, 2, 8). Las células B pueden ser rescatadas de
apoptosis por coestimulaciéon via CD40 que ha
sido activado por CD40L expresado en células
T y macréfagos; este estimulo podria representar
la sefal de supervivencia mas importante para la
célula B, incluso se piensa que tales sefiales en di-
ferentes estados de maduracion podrian también
preparar a la célula B para la muerte (2).

Las células B inician su maduracion en la me-
dula 6sea y la culminan en la periferia y es ahi
donde reciben el desafio antigénico para activar o
no los mecanismos de seleccion negativa. Al igual
que para los linfocitos T, la molécula proapoptoti-
ca Bim juega un papel crucial durante la seleccion
negativa y control de los linfocitos B autorreac-
tivos, tanto en los linfocitos B inmaduros, como
maduros (3). Las células B experimentan una se-
gunda diversificacion y un paso de maduracion de
la afinidad en el centro germinal de los 6rganos
linfoides secundarios por un proceso conocido
como hipermutacion somatica: la baja afinidad o
los mutantes autorreactivos de células B son eli-
minados por apoptosis y el resto madura en células
B de memoria y células plasmaticas de larga vida.
Las células plasmaticas podrian constituir un im-
portante componente de las células de memoria
(2). Aunque las células T pueden usar su CD95L
para el suicidio inducido por activacion, las célu-
las B generalmente no expresan CD95L y mueren
por una sefial directa mediada por el BCR. Esto
abre la posibilidad que las células T puedan matar
a las células B positivas para CD95. Esto podria
ser aplicado a células B tolerantes susceptibles o
a células B insuficientemente estimuladas por se-
nales de supervivencia o aquellas cuyos BCR no
estén ocupados por antigenos (2, 9).

4. MCP durante la expansion y mantenimiento
de linfocitos en la periferia

Después de la activacion, las células T pasan a
través de diferentes fases: (i) expansion clonal
dependiente de IL -2, y fase efectora después de
la sensibilizacion con el antigeno, (i1) fase de des-
censo en la cual la mayoria de las células T an-
tigeno especificas son eventualmente eliminadas
y (ii1) fase en la cual ciertas células T que sobre-
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viven a la fase de descenso entran en la pobla-
cion de células de memoria. En la primera fase
las células son resistentes a la apoptosis, pero en
la fase de descenso las células T se vuelven pro-
gresivamente mas sensibles a la apoptosis en pre-
sencia de IL-2. Asi, la IL-2 tiene un rol dual: es
inicialmente obligatoria para la expansion clonal
y después para la sensibilizacion de las células T
a la apoptosis (2).

Las células T en la periferia pueden morir por
diversas vias: la extrinseca dependiente de recep-
tores de muerte, la intrinseca mitocondrial y la in-
dependiente de caspasas o perteneciente a la via
de las catepsinas (autofagia), las cuales estan lo-
calizadas en los lisosomas (10, 11). La reestimu-
lacion del TCR en ausencia de una adecuada sefial
coestimuladora, es uno de los factores desencade-
nantes de la muerte del linfocito, fendmeno cono-
cido como muerte celular inducida por activacion
(MCIA). Durante la MCIA se ha demostrado la
participacion del receptor Fas, TNFR1, TRAILR,
fenémeno que puede reproducirse in vitro, si las
células son re-estimuladas durante los primeros
4-6 dias posterior a la activacion, y se acompaiia
con la expresion de FasL, regulada por la movili-
zacion de calcio y la produccion de especies reac-
tivas del oxigeno (ERO) (4, 12). Los linfocitos T
expresan constitutivamente la molécula Fas en su
superficie, sin embargo esta expresion no necesa-
riamente esta asociada con su sensibilidad a sufrir
muerte por esta via, por ejemplo los linfocitos T
virgenes (no expuestos a antigenos extrafios) son
resistentes cuando son estimulados con el ligando
(FasL), mientras que las activadas, las células T
reguladoras (Treg) y las de memoria son suscep-
tibles a morir via Fas cuando son estimuladas. La
adquisicion de esta sensibilidad esta asociada con
la caida de los niveles de FLIP y probablemente
también de Bcl-2 y Mcll (2, 13, 14). Las células
T sensibilizadas se comportan como células tipo
I, forman complejos DISC, inician la cascada de
caspasas que resulta en apoptosis (1, 2, 8). Las cé-
lulas T CD4 son ademas responsables en parte de
promover la sobrevida de células T de memoria
CD8, demostrado por el hecho que la activacion
de linfocitos T CD8 en ausencia de la colabora-
ciéon de CD4, muestran una reducida expresion
de Bcl2, BelxL y ¢-FLIP e incremento de FasL
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y TRAIL durante un segundo desafio antigéni-
co, lo que promueve su eliminacion (5). Asi, la
MCIA, podria servir como una segunda linea de
defensa contra la autoinmunidad, para borrar cé-
lulas T auto-reactivas en la periferia (2), o a fin de
eliminar células infectadas o dafiadas, una de las
moléculas involucradas en mediar esta funcion es
Fas/FasL, que se ha visto implicada en la elimi-
nacion de células infectadas por virus, dafiadas o
cuando se producen en exceso (15).

La muerte puede ademas desencadenarse como
consecuencia de la privacion de citocinas, por ne-
gligencia o muerte autonémica de células activa-
das (MACA) (16), donde se sugiere la participa-
cion de la via intrinseca a través de la accion de la
proteina proapoptdtica Bim (4, 17), y la activacion
de JNK y p38 (ambas miembros de las MAPK),
que juegan un papel crucial en la induccion de la
expresion de la proteina Bim (4). Igualmente, se
ha descrito una via alterna independiente de recep-
tores y donde NF-kB ejerce un papel importante.
La activacion de NF-«xB se asocia con incremen-
to de la sobrevida debido a que promueve la in-
duccidn de la expresion de Bcel2, mientras que su
supresion (hecho que ocurre durante la MCIA),
favorece la muerte asociada con el incremento de
ERO y este ultimo facilita la supresion de Bcel2 e
incremento de Bim (4, 18). Finalmente, al igual
que en el timo, en la periferia ocurre deplecion
por apoptosis por negligencia, en los casos de que
las células T no son estimuladas suficientemen-
te por sefales de crecimiento, y mas importante
aun, esto ocurre hacia el pico o en la fase de caida
de la respuesta inmune para la desregulacion del
numero de cé¢lulas T reactivas y para terminar la
respuesta inmune. Asi, una vez que el desafio an-
tigénico culmina, el 90% de las células activadas
son eliminadas por apoptosis (5).

Durante la fase de contraccion de la respues-
ta inmune también se eliminan del 90 al 95% de
las células T CD8 efectoras; los mecanismos des-
critos en este proceso involucran la participacion
tanto de la via intrinseca como la via extrinseca.
Asi, los TCR re-estimulados en presencia de IL-
2, incrementan la sensibilidad de estas células a
morir via Fas y TNFR1, producto en parte al efec-
to inhibitorio de esta interleucina sobre la expre-
sion de FLIP. En el caso de la via intrinseca se ha



evidenciado incremento de la proteina Noxa en
los linfocitos T CD&+, durante la fase de contrac-
cion. Solo las células que sobreviviran y formaran
parte del pool de células de memoria expresan el
receptor de IL-7 (IL-7R) que en conjunto con la
IL-15 proveeran sefiales de sobrevida en esta po-
blacion celular (5).

4.1 Moléculas coestimuladoras y su papel en la
supervivencia de células T

Varios son los factores que determinan el desti-
no de los linfocitos posterior a la estimulacion
periférica: 1) el tipo de antigeno; ii) la existencia
o no de reactividad cruzada; iii) la presencia de
sefiales coetimuladoras, y 1v) el microambiente
de estimulacion (19). Las células T activadas por
medio del TCR pueden ser salvadas de MICA por
una segunda sefal de moléculas coestimuladoras,
moléculas de adhesion o receptores de citocinas.
CD28 es el mayor correceptor coestimulador ex-
presado sobre los linfocitos T y funciona aumen-
tando la produccion de citocinas y la induccion
del receptor de citocinas. Bajo ciertas condicio-
nes CD28 puede sensibilizar a las células T hacia
apoptosis, pero generalmente aumenta la prolife-
racion celular y la viabilidad de las células T (2).
EI efecto de coestimulacion se evidencia a tres
niveles: (i) fuerte sobre-regulacion de c-FLIP,
(i1) sobrerregulacion de Bcel-xL inducido por la
activacion de PI3K/Akt y (iii) desregulacion del
ARN mensajero de CD95L y de la proteina en un
tiempo definido (8-12 horas luego de la estimula-
cion). Asi, la coestimulacion bloquea ambas vias:
tipo I y tipo II en las células T, y mas tardiamente,
también bloquea la expresion de CD95L (2). Se
ha descrito ademas la participacion de otra molé-
cula coestimuladora responsable en promover la
sobrevida de linfocitos T CD4 de memoria, OX40
y CD27 que induce la expresion de Bel-xL, asi
como también Bfl protegiéndolas de la muerte y
contribuyendo asi al pool de memoria (5).

5. Papel de las células accesorias de la respues-
ta inmune durante la apoptosis

Las células T y B influyen una sobre la otra, y
ademas en la persistencia, expansion clonal y
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apoptosis de otras células. Sin embargo, las APCs
son las primeras en iniciar la inmunidad depen-
diente de la célula T. Las APCs son capaces de
engullir células necroéticas y células apoptoticas y
presentar sus antigenos a las células T. El material
expuesto puede activar o calmar a la célula T. Se
sabe que las APCs no son espectadores pasivos,
las APCs activadas sintetizan CD95L, TRAIL,
TNF y otros factores que modulan la actividad
y funcién de las células T (2). Por otro lado, las
células T activadas influyen en la funcion de las
APCs y por esto afectan el curso de la respuesta
inmune. Al inicio de la respuesta inmune la mayo-
ria de las APCs son resistentes a la apoptosis para
ejercer su funcion. Asi, el cambio de estas células
hacia desregulacion de la respuesta se convierte
en una cuestion importante. Dos miembros de la
superfamilia TNF-R: CD40 y CD95, poseen ro-
les adversos en este contexto: el sistema CD40-
CDA40L permite la supervivencia de las APCs y el
sistema CD95-CD95L induce su muerte. La plas-
ticidad del sistema inmune podria requerir que las
células puedan dar y recibir sefales de vida y se-
nales de muerte al mismo tiempo y que el contex-
to celular determina cual sefial dicta la respuesta
celular (2).

5.1 Caracteristicas inmunogénicas de la muer-
te celular

Las células que sufren muerte deben ser recono-
cidas y eliminadas a fin de evitar que se active
el proceso inflamatorio, asi la fagocitosis es el
principal evento que promueve la eliminacion de
las células que mueren. Estas células apoptoticas
expresan sefiales de reconocimiento que atraen
fagocitos profesionales y para eso atraen su remo-
vimiento. Una de tales sefales es el glicerolipido
lisofosfatidilcolina (un constituyente normal de
la membrana) producido por fosfolipasa A2 in-
dependiente de calcio (iPLA2, también conocido
como PLA2G6). Sin embargo, diferentes hallaz-
gos indican que tales sefales son mas importantes
para la induccién de tolerancia, que para el inicio
de una respuesta inmune. Por el contrario, otras
sefiales tales como la liberacion de nucleétidos
(incluyendo ATP y UTP) por neuronas dafadas
en ratones, se piensa que atraen células de la mi-
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croglia al sitio de dafo (8).

El producto de los nucledtidos, tales como el
acido turico, pueden funcionar como patrones mo-
leculares asociado a dafio (DAMPs), que actiian
activando al sistema inmune, a través de la esti-
mulacion de la produccion de citocinas inflama-
torias tales como IL-1p, IL-8 e IL-33, cuya secre-
cion dependera de la activacion de caspasa-1 en
el inflamasoma. Existe una gran variedad de estas
proteinas que alertan al sistema inmune dentro de
las cuales destaca, la proteina HMGBI (proteina
del grupo de la caja I de alta movilidad con unién
al ADN) que es liberada durante la necrosis pri-
maria y durante la necrosis secundaria que se pro-
duce luego de apoptosis (8). Todas las células que
mueren pueden liberar DAMPs, pero el proceso
de apoptosis puede modificar estas moléculas in-
munoestimulatoras para promover tolerancia (8).

Se tiene un ejemplo claro para explicar los
efectos tolerogénicos de las células apoptoticas
en el cual estas células y las fagociticas liberan
citocinas inmunosupresoras, en contacto con los
macrofagos, las células apoptoticas inducen la se-
crecion de citocinas antiinflamatorias tales como
TGF-B, IL-10, el factor activador de plaquetas
(PAF) y prostaglandina E2 (PGE2) (4, 5, 8). Las
células apoptoticas pueden estimular la produc-
cion de mediadores lipidicos tales como 15-li-
poxigenasa y 15-acido hidroxieicosatetranoico,
los cuales pueden participar en la resolucion de
la inflamacién. En otro orden de ideas, el TGF-
B, liberado por células dendriticas o macrdéfagos
que han engullido células apoptotica, podria pro-
mover la generacion de células Treg inducidas.
Tales células Treg pueden contribuir al efecto de
las células apoptoticas sobre el sistema inmune,
sin embargo la situacion es mas compleja: si IL-
6 también esta presente, por ejemplo, debido a
la participacion de TLR (receptores tipo Toll) u
otras sefiales inflamatorias, las células apoptoti-
cas pueden conducir a la generacion de células
inflamatorias T ayudadoras mas que células Treg,
un fendmeno que recientemente se ha demostrado
que ocurre cuando la apoptosis es inducida en la
infeccion bacteriana (4, 5, 8).

Se ha sugerido el siguiente mecanismo de in-
duccidn de tolerancia: las células que entran en
apoptosis pueden producir DAMPs, tales como
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HMGBI, sin embargo, la activacion de caspasas
y de ERO pueden oxidar a HMGBI, de modo que
pueda quedar inactivo. Adicionalmente, las cito-
cinas tales como TGF-3 e IL-10 pueden ser libera-
das de las células apoptéticas o alternativamente,
las células apoptoticas pueden estimular sobre los
macrofagos la produccion de estas moléculas o
bien otras como PAF y PGE2 (8). La produccion
de estas citocinas induce la diferenciacion de cé-
lulas T CD4+ virgenes hacia células Treg y célu-
las T ayudadoras tipo 2 (Th2), las cuales inhiben
la respuesta inmune pro-inflamatoria. Simulté-
neamente, las células T CD8+ son estimuladas en
ausencia de células T CD4+ activadas, resultando
en la diferenciacion de linfocitos T citotoxicos
(CTLs) incapacitados. Estos CTLs incapacitados,
funcionan primariamente como células efectoras
y parecen ser totalmente funcionales. Sin embar-
go, luego de una reexposicion al antigeno, estos
CTLs liberan el ligando de muerte TRAIL, lo que
resulta en su remocion y supresion de una futura
mediacion de la respuesta por células T CD4+ y
en consecuencia la induccion de tolerancia (8).

6. Mecanismos de muerte no apoptoticos

Evidencias emergentes indican que la apopto-
sis no es el tinico mecanismo de muerte celular,
aunque quiza las células puedan elegir uno de los
muchos mecanismos de muerte cuando ellas asi
lo disponen (20).

6.1 Muerte celular tipo 11

Se caracteriza por la acumulacién de vesiculas
encerradas por doble membrana. Estas vesiculas
son caracteristicas de la autofagia y por esto se
le conoce como muerte celular por autofagia. La
autofagia es un mecanismo catabolico intracelu-
lar conservado evolutivamente que opera a bajos
niveles bajo condiciones normales para mediar
la degradacion de componentes citoplasmaticos,
agregados proteinicos y organelas intracelulares
envejecidas, por la formacion de vesiculas ence-
rradas por doble membrana llamadas autofagoso-
mas. El contenido del autofagosoma es degrada-
do luego de su fusion con lisosomas por enzimas.
Bajo condiciones normales la autofagia tiene un



rol importante en el mantenimiento de la homeos-
tasis intracelular. Este proceso es controlado por
un grupo grande de genes ATG (relacionados con
la autofagia) que aparecen conservados desde las
levaduras hasta los humanos (21). La autofagia
puede contribuir a la muerte celular que es in-
ducida por los virus, como el virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) (ver mas adelante).
Aunque el mecanismo por el cual la autofagia es
activada por env no es claro, los resultados indi-
can que la autofagia podria contribuir a la muerte
celular de una manera no autébnoma, proveyendo
un mecanismo por el cual el virus podria inducir
la muerte celular independientemente de la repli-
cacion viral. La autofagia puede asumir la muerte
cuando la apoptosis no esta disponible (22).

6.2 Necroptosis como una forma de necrosis
regulada

La necroptosis la cual representa un tipo de ne-
crosis programada, es otro ejemplo intrigante de
muerte celular no apoptética. Su descubrimiento
fue promovido por observaciones de los clasicos
estimulos apoptoticos, tales como el entrecruza-
miento entre los receptores de muerte y sus ligan-
dos, en ocasiones cuando la apoptosis es refre-
nada por los inhibidores de caspasas o a través
de mutaciones en caspasa-8 o FADD. Aunque la
necroptosis es activada por el mismo estimulo
que inicia la apoptosis, las caracteristicas morfo-
logicas de la necroptosis, tales como el encerrado
de organelas, la rapida disfuncion mitocondrial,
la permeabilizacion de la membrana plasmatica y
la carencia de fragmentacion nuclear, son carac-
teristicas de la necrosis celular (22).

6.3 Muerte celular mediada por la polimerasa
I poli-ADP-ribosa (PARPI)

La PARPI es una enzima nuclear que tiene un pa-
pel clave en el mantenimiento de la estabilidad
del genoma, que es rapidamente activada cuando
el ADN sufre rupturas y esta recluta factores re-
paradores de ADN. La pérdida de PARPI condu-
ce a un incremento de la sensibilidad por el dafio
al ADN, los cuales promueven el desarrollo de
inhibidores de PARPI. Sin embargo, la sobreac-
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tivacion de esta polimerasa puede conducir a la
muerte celular independiente de caspasas. PARPI
puede mediar la muerte celular en escenarios di-
ferentes. Por ejemplo, el dafio alquilante del ADN
promueve una rapida deplecion del NAD+ cito-
solico mediado por PARPI, lo cual conduce a una
muerte necrdtica por colapso energético en célu-
las glicoliticas. PARPI también puede mediar la
muerte celular que es inducida por daiio al ADN
secundario asociado con dafio neuronal agudo. En
este caso, la muerte celular neuronal conduce al
traslado de polimeros de poli-ADP-ribosa hacia
el citosol, dando lugar al traslado de AIF desde la
mitocondria hacia el nucleo, donde es mediada la
muerte celular (23).

En muchos tipos celulares se adoptan desti-
nos distintos luego de la estimulacion con TNF-a
(20):

(a) En numerosos casos, la activacion de la se-
nalizacion NF-kB, resulta de la formacion de un
complejo activador de NF-«xB y de la poliubiqui-
tinacion de RIPI (proteina I de interaccion con el
receptor), y es una respuesta primaria a TNF-a; en
este escenario, la ubiquitinacion de RIPI limita la
formacion del complejo de sefializacion proapop-
totico, en consecuencia NF-kB actua sobrerregu-
lando transcripcionalmente la expresion de genes
prosupervivencia. EI bajo nivel de caspasa-8 de-
grada a RIPI inhibiendo la necroptosis (22).

(b) La activacion de la apoptosis como una
respuesta primaria a TNF-a requiere de condicio-
nes especificas que promuevan la apoptosis tales
como la presencia de inhibidores de la sintesis de
proteinas (cicloheximida), la sobreexpresion del
polipéptido proteina tipo dedos de zinc (ZFRA)
o la deficiencia en las quinasas de adhesion fo-
cal (FAK) en la senalizacion de quinasas, lo cual
conduce a una eficiente formacion de DISC y a la
activacion de caspasa-8 (22).

(c) La activacion de la necroptosis como una
respuesta primaria a TNF-a requiere de la supre-
sion de sefiales apoptoticas o al menos de la acti-
vidad de caspasas (por inhibidores de caspasas).
La perdida rapida de ATP, condicion de la produc-
cion de especies reactivas del oxigeno y del nitré-
geno o de la isquemia, pueden proveer un medio
ambiente no permisivo para la apoptosis (22).
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7. Trastornos del sistema inmune que involu-
cran alteracion de la apoptosis

La apoptosis es un proceso fundamental de regu-
lacion del sistema inmune; su descarrilamiento
conduce a muerte celular exagerada o a bloqueo
de la misma. Diversos ejemplos de tales enfer-
medades con inhibicidn o exagerada apoptosis se
discuten a continuacion (1, 2, 20).

7 .1 Defectos asociados con activacion deficien-
te de los mecanismos de muerte celular

Se han identificados varias mutaciones que cau-
san desordenes complejos del sistema inmune,
manifestados como linfadenopatia y autoinmuni-
dad (15). Una es la mutacion recesiva lpr (linfo-
proliferacion). Los sintomas de esta enfermedad
son similares a las del lupus eritematoso sisté-
mico. En estos casos las células T aberrantes se
acumulan, debido a un defecto en el splicing o
enpalme de lpr, lo que resulta en una gran dis-
minucién de la expresion de CD95 (2). En huma-
nos se han reportado enfermedades similares con
disfuncion de CD95 (sindrome linfoproliferativo
autoinmune tipo la, ALPS) y CD95L (ALPS tipo
Ib). Los nifios con ALPS muestran linfadenopa-
tia no maligna, poblacion de células T alteradas y
aumentadas de tamafio y autoinmunidad severa.
Muchos de estos nifios muestran una mutacion en
el dominio de muerte de CD95 (2). En algunos
casos (ALPS tipo Ib), la apoptosis mediada por
CD95 esta alterada sin evidencia de mutaciones
en CD95 o CD95L. Esto sugiere que otros defec-
tos afectan las vias de sefializacion CD95 y no a
esta molécula per se. Ejemplo de ello es la recien-
temente reportada mutacion de la caspasa-10 (2).

Otra falla descrita es la desrregulacion de Bim
(molécula proapoptdtica que participa en la onto-
genia y homeostasis de la respuesta inmune) y su
papel en la inmunopatogenia de la artritis reuma-
toidea se ha puesto recientemente en evidencia.
La alteracion de esta molécula se asocia con pro-
liferacion descontrolada de linfocitos T y produc-
cion de citocinas proinflamatorias tales como la
IL-17. Ademas, se ha descrito que Bim participa
en la eliminacion de linfocito B autorreactivos
(24), lo que sugiere que pueda estar asociado con
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la presencia de linfocitos B productores de factor
reumatoideo y otros autoanticuerpos caracteristi-
cos de esta patologia. Finalmente, tal y como se
describio en la primera parte de esta revision (7),
los cuerpos apoptéticos deben ser adecuadamen-
te eliminados para que durante este proceso no
se generen eventos que conduzcan al dafio tisu-
lar. En enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso sistémico, se ha mencionado una de-
ficiente capacidad para fagocitar y destruir estos
cuerpos apoptoticos (25), lo que pudiera estar me-
diando parte del dafio tisular y la activacioén de
linfocitos T autorreactivos.

7.2 Apoptosis y tumores linfoides

Los defectos asociados a bloqueo de la apopto-
sis son criticos en la generacion y persistencia de
tumores. Los linfomas foliculares resultan de la
traslocacion de bel-2 dentro del locus de la cadena
pesada de inmunoglobulinas y de la expresion no
regulada de bcl-2 bajo la influencia del aumento
de inmunoglobulinas. La sobreexpresion de bcl-2
suprime la apoptosis y favorece la proliferacion
del tumor. Esto es apoyado por el incremento de
la incidencia de tumores en animales transgéni-
cos para bcl-2. De manera similar, c-FLIP y la
mayoria de otros supresores de la proapoptosis,
que podrian en principio actuar como supresores
de tumores. Ademas, la resistencia a la quimiote-
rapia podria resultar de mecanismos antiapopto-
ticos similares, que se conocen que bloquean la
apoptosis en condiciones normales (2, 26).

En el desarrollo de tumores se han descrito
multiples mecanismos de evasion y eliminacion
por el sistema inmune. Estos mecanismos com-
prenden la ausencia de expresion de molécula co-
estimuladoras o MHC y estrategias activas tales
como la produccion de citocinas inmunosupre-
soras. Adicionalmente, CD95 pudiera tener una
funcién inmunosupresora. Un niimero de tumo-
res, incluyendo tumores linfoides, son resistentes
a la apoptosis y expresan CD95L funcional y de
manera constitutiva o después de quimioterapia.
Esta situacion puede permitir a las células tumo-
rales eliminar linfocitos anti-tumorales y suprimir
la respuesta inmune antitumoral (2, 26).

CDOI5L se expresa constitutivamente en sitios



inmunoprivilegiados, tales como los testiculos y
los ojos, y podria contribuir al estatus de inmu-
noprivilegio por apoptosis inducida en linfocitos
infiltrados. Pero también se ha reportado que la
sobreexpresion de CD95L en los injertos no con-
fiere simplemente privilegio, necesariamente in-
duce una respuesta granulocitica que acelera el
rechazo (2, 26).

7.3 Apoptosis en la infeccion por el VIH

Durante la infeccion por el VIH, se evidencia un
incremento de la tasa de recambio de linfocitos T,
producto de la tasa acelerada de muerte celular,
asociado a incremento compensatorio y limitado
en la tasa de proliferacion y el estado de hiperacti-
vacion celular (19). Asi, la deplecion de células T
estd relacionada con la muerte celular acelerada.
El principal evento que se genera durante la infec-
cion es la muerte de multiples poblaciones celula-
res relacionadas con la defensa del hospedador, y
el deterioro progresivo de la respuesta inmune. El
desbalance de la respuesta inmune se inicia con la
destruccion de los linfocitos T CD4 y de las célu-
las T CD4 de memoria residentes del tejido linfoi-
de asociado al tracto gastrointestinal (TLAG), ya
que estas células expresan CCRS5 (27).

Otro evento critico en el deterioro de la res-
puesta inmune es el estado de hiperactivacion
cronica, lo que promueve que se active la muerte
celular tanto a través de la via extrinseca como in-
trinseca, favoreciendo la MCIA. Esto es ademas
favorecido por reduccion de la expresion de Bel2
en los linfocitos T residentes de los nddulos lin-
faticos y en sangre periférica (28, 29). Ademas,
la condicion de hiperactivacion condiciona un in-
cremento de la susceptibilidad a la muerte induci-
da por CD95, no solo en linfocitos, sino también
en elementos de la inmunidad innata (27, 30-32).

Los productos de genes virales reguladores
(por ejemplo, Tat de HIV-1), producido por célu-
las infectadas penetran en células no infectadas y
confieren a estas células hipersensibilidad hacia
la apoptosis mediada por CD95 inducida por el
TCR. Tat induce un estado prooxidativo en las
células afectadas, incrementando la expresion
de CDOY5L y facilitando el suicidio mediado por
CD95 (1, 2). Adicionalmente a la apoptosis me-
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diada par CD95, un nuevo y rapido tipo de apop-
tosis se ha descrito, la cual es inducida en recep-
tores de superficie celular unidos a HIV: CD4 y
CXCRA4. La potencialidad de este fenomeno y su
especificidad por las células T CD4+ sugiere que
esto pudiera tener un rol significativo en la deple-
cion de las células T ayudadoras en el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida o SIDA (2).

Otro receptor recientemente descrito y que se
asocia con los eventos de muerte celular durante
la infeccion por el VIH es PD-1; esta molécula
se encuentra en elevada densidad en los linfoci-
tos T CD8 y su ligando PD-L1 sobre las APCs en
los pacientes seropositivos, lo que promueve una
reduccion de la proliferacion e incremento de la
muerte de las células linfoides, una vez que ellas
establecen contacto con las APCs, PD-L1 (27).

Se ha descrito recientemente que la autofa-
gia contribuye con la deplecion y deterioro de la
respuesta inmune. La autofagia se ha evidenciado
tanto en las células infectadas como en las adya-
centes o también denominadas espectadoras ino-
centes, al parecer este evento es promovido por el
receptor CXCR4 que interactua con la proteina
Env viral (33), y esta asociacion activa la autofa-
gia por promover la hemifusion o fusion total de
dos células o formacidn de sincitia (27).
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