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Resumen La activación generalizada del sistema inmune luego de la infección por HIV conduce a la exacer-
bación de los mecanismos de apoptosis, no sólo en los linfocitos T CD4, sino también en linfocitos

T CD8 y linfocitos B. Los macrófagos desempeñan un importante papel en la remoción de las células apoptóticas,
impiden su acumulación en los cultivos in vitro y pueden contribuir a la eliminación selectiva de linfocitos CD4+
in vivo, a través de mecanismos indirectos. Se discute la utilidad de un procedimiento de cultivo de células
mononucleares obtenidas a partir de sangre periférica de pacientes HIV+, para evaluar las interacciones celu-
lares, la apoptosis y la multiplicación viral in vitro. El método no involucra el agregado exógeno de estímulos ni
el co-cultivo con células alogeneicas, pero permite la replicación viral, especialmente en células de estirpe
macrofágica. Se propone que la remoción de las células apoptóticas por los M/M durante el cultivo otorga el
estímulo necesario para su diferenciación y para albergar la replicación viral in vitro.

Abstract Apoptosis and HIV infection. Generalized activation of the immune system after HIV infection
leads to an exacerbation of all apoptotic mechanisms. CD4+, CD8+ T lymphocytes and B

lymphocytes are sensitized to apoptotic stimuli. Macrophages are important in the removal of apoptotic cells,
they prevent apoptotic cell accumulation during in vitro culture and they may lead to enhanced CD4+ T lymphocyte
cell death through indirect mechanisms. A simple procedure for prolonged culture of peripheral blood mononuclear
cells from HIV+ patients is discussed, in relation to its convenience to evaluate apoptosis, cell to cell interaction
and HIV replication in the absence of exogenously added stimuli or co-culture of allogeneic cells. In this system,
HIV replication takes place primarily in cells of macrophage lineage that may be activated into differentiation
through removal of apoptotic debris during the culture.
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de los T CD4 subsecuente a la infección por el HIV, se
han propuesto mecanismos directos e indirectos. Los
efectos citopáticos directos del virus y la formación de
sincicios con pérdida de la viabilidad celular se sugieren
como causa de la depleción selectiva de T CD4 en el
SIDA. Pero es difícil probar que ocurren in vivo en la
magnitud esperada para justificar la pérdida casi total
del compartimiento linfocitario CD4.

La regulación fisiológica de la homeostasis de los T
CD4 está influenciada por el balance entre la replicación
y la muerte por apoptosis. Esta forma de muerte celular
programada1, 2 está estrechamente regulada y depende,
entre otras cosas, de la expresión de una familia de
ligandos y sus correspondientes receptores relaciona-
dos al factor de necrosis tumoral (ligandos TNF, FasL,
TRAIL, receptores TNFR, Fas/Apo-1/CD95, TRAIL R)3 y
del estado de activación de los T CD44. Resultó lógico
analizar el papel de la apoptosis en la depleción linfocitaria
causada por la infección por el HIV, pensando que po-
dría estar vinculada directa o indirectamente con la dis-
minución del número de T CD4 circulantes y con el dete-
rioro progresivo de su función.

Los estudios sobre la patogénesis de la enfermedad
causada por la infección con el virus de la inmunodefi-
ciencia humana (HIV) han contribuido a establecer un
vínculo entre la depleción linfocitaria T y la magnitud de
la replicación del HIV in vivo. Sin embargo, los mecanis-
mos por los cuales la replicación del HIV afecta la
homeostasis de las células T no han sido totalmente acla-
rados. Se han identificado un conjunto de procesos ca-
paces de ocasionar la muerte de las células T in vitro
dentro del contexto de la infección por el HIV, pero en
ningún caso se ha podido demostrar fehacientemente
cuales son los que están realmente involucrados en la
depleción selectiva de los linfocitos T CD4+ (T CD4) in
vivo. El estado de inmunodeficiencia que define la etapa
final de la infección por el HIV (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, SIDA) es secundario al des-
censo númerico de los T CD4 y al trastorno funcional de
los linfocitos CD4+ remanentes. Para explicar la depleción
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Los trabajos de Gougeon y col5 llamaron la atención
acerca del aumento de la apoptosis post activación in
vitro, observada en los cultivos de leucocitos mononu-
cleares periféricos de pacientes HIV+. Estos autores pro-
pusieron que la muerte por apoptosis era una de las cau-
sas principales de la depleción de los linfocitos T CD4 en
el SIDA. La interacción de los T CD4 con moléculas de-
rivadas del virus (gp120, Tat) parecía “sensibilizar” a es-
tos linfocitos tornándolos más lábiles a los estímulos de
activación colocados en los ensayos in vitro6,7. Más ade-
lante esta hipótesis fue cuestionada, pues se demostró
que las células que morían por apoptosis en los cultivos,
no eran solamente las CD4+. Por el contrario, el aumen-
to de la apoptosis era más llamativo en los linfocitos CD8+
y aún en los linfocitos B CD20+8,9.

La activación linfocitaria y la replicación persistente
del HIV son una constante desde el inicio de la infección,
aún en las etapas asintomáticas. La activación continua-
da del sistema inmune se ha vinculado a la disfunción
del sistema luego de la infección por el HIV y puede ser
la raíz de la exacerbación del mecanismo de apoptosis.
En este sentido, los estudios realizados sobre marcado-
res celulares de activación y apoptosis en diferentes es-
tadios de la infección por el HIV, sugirieron una asocia-
ción entre la activación crónica del sistema inmune (cau-
sada por la respuesta propia contra el HIV o por la res-
puesta inmune a las infecciones secundarias a la
inmunodeficiencia), la apoptosis y la progresión de la
enfermedad5, 10, 11. En la Figura 1 se presentan resulta-
dos de nuestro laboratorio que avalan esta hipótesis10, 11.

Así, los índices de apoptosis espontánea e inducida por
estímulo al complejo CD3/TCR, aumentan en los pacien-
tes a medida que la enfermedad progresa hacia el SIDA.
Por otra parte, la apoptosis es mayor a medida que la
linfopenia CD4 se acentúa con la progresión de la enfer-
medad (Figura 2).

Considerando los mecanismos por los cuales la
apoptosis por activación (AICD, activation induced cell
death) puede estar exacerbada en el SIDA, se encontró
que ésta era independiente del sistema Fas/FasL y que
podía o no ser mediada por la activación de las
caspasas12, 13. Las caspasas son proteasas intracelulares
que poseen un grupo funcional de cisteína en el sitio
activo y clivan a su substrato a nivel de un grupo
aspartato. Esta familia de enzimas proteolíticas es clave
en la cascada de la apoptosis, ya sea en la apoptosis
inducida por receptores (death receptors) como en la
apoptosis dependiente de un estímulo letal mediada por
una alteración de las mitocondrias y por la liberación de
citocromo C. Una de estas enzimas, la ICE (interleukin
1-b converting enzyme-like protease) está involucrada
en la AICD de los linfocitos T de los pacientes HIV+ que
involucra al sistema TRAIL12, 14. Pero en los linfocitos de
pacientes HIV+, tambien la apoptosis inducida como res-
puesta a la activación del sistema Fas/FasL está aumen-
tada12, con participación de las caspasas. No toda la
apoptosis inducida por AICD en los linfocitos de pacien-
tes HIV+ es dependiente de ICE, y recientemente se pro-
puso que la ligazón del co-receptor para el HIV CXCR4 y
del receptor CD4 con proteínas de la envoltura viral in-
duciría una rápida apoptosis independiente de caspasas
y Fas/FasL (CD95)15. Como algunas citoquinas produci-
das por los linfocitos T, especialmente T CD4 del tipo
Th1 (IL-2), son protectoras de la apoptosis y su produc-
ción está disminuida a consecuencia de la infección por
el HIV, se sugiere que parte de la apoptosis en los
linfocitos HIV+ se debe a su carencia. Sin embargo, el

Fig. 1.- Apoptosis de células mononucleares periféricas en
cultivo. Se cultivaron durante 48 hs leucocitos
mononucleares periféricos de pacientes HIV+ pertenecien-
tes a los subgrupos III, IVA y IVC1 del CDC (10) y de
controles normales seronegativos, sin estímulo exógeno,
o con el agregado de anticuerpo monoclonal contra CD3.
El índice de apoptosis se calculó según lo descrito en un
tabajo anterior10, y se expresó en valores porcentuales.

Fig. 2.- Correlación entre índice de apoptosis y número de
linfocitos CD4+ circulantes.
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agregado externo de IL-2 a los sistemas de ensayo, no
es capaz de revertir la pérdida de viabilidad en forma
completa16. La IL-2 es capaz de rescatar in vitro a parte
de los linfocitos que progresan espontáneamente a la
apoptosis. Esto se debe a su efecto inhibidor de la mo-
dulación negativa de la proteina Bcl-2 (producto del
gen bcl-2 perteneciente a una familia de genes
involucrados en la modulación de la apoptosis), funda-
mentalmente a nivel de inhibición o activación de la vía
de activación de las caspasas disparada como resultado
de la liberación del citocromo-C mitocondrial17. Se ha des-
crito un descenso de Bcl-2 en los linfocitos de pacientes
HIV+, el cual guarda una relación inversa con el aumen-
to de expresión de Fas en los linfocitos18 y FasL19 en los
macrófagos de los pacientes infectados con HIV. Estos
trastornos son más acentuados a medida que progresa
la enfermedad causada por el HIV. Por otra parte en los
pacientes HIV+ se ha demostrado un aumento en la
apoptosis linfocitaria espontánea que parece estar liga-
do a la activación generalizada que sucede in vivo y que
crece con la progresión de la enfermedad.

Finalmente, el papel de las células de estirpe monocito/
macrofágica (M/M) es importante en el proceso de
apoptosis20. Los M/M reconocen tempranamente a las
células que han iniciado el proceso apoptótico, pues es-
tas exponen en el exterior de la membrana plasmática
grupos de fosfatidil serina, que disparan la fagocitosis y
procesamiento de las células apoptóticas por los M/M.
Los M/M se encargan de “limpiar” el medio ambiente de
las células cuyo programa de muerte por apoptosis ha
sido desencadenado. La acumulación de células
apotóticas en un cultivo de células mononucleares depen-
de, por lo tanto, de su generación aumentada y tambien
de la capacidad depurativa del sistema M/M. Por otra par-
te el aumento de expresión de FasL en la membrana de
los M/M de pacientes HIV+, puede contribuir a la induc-
ción de apoptosis mediada por FasL/Fas en linfocitos Fas+
de pacientes HIV+18, 21. Un resumen de las distintas cau-
sas del aumento de apoptosis en los pacientes con infec-
ción por HIV se presenta en la Tabla 1.

Recientemente desarrollamos un sistema de cultivo
de células mononucleares humanas que permite la
interacción estrecha entre linfocitos, M/M y células
dendríticas. Este se realiza en ausencia de estímulos

exógenos y permite recuperar el HIV a partir de los pro-
pios leucocitos mononucleares de cada paciente, sin
necesidad de recurrir al cultivo mixto, estímulo mitogénico
o agregado de citoquinas al medio22. El sistema parece
especialmente adecuado para el estudio de la replicación
del HIV en M/M y para el análisis de la influencia de la
apoptosis y la diferenciación de los M/M en la replicación
viral. Los M/M se organizan en forma de agregados
multicelulares con linfocitos de distinta clase, se diferen-
cian y multiplican dando origen a células gigantes
multinucleadas (CGM) y adquieren marcadores de acti-
vación a lo largo del cultivo, manteniendo su viabilidad
hasta más de 25 días de cultivo. Constantemente los M/
M y CGM fagocitan y digieren las células muertas duran-
te el cultivo, eliminando así los debris celulares y cuer-
pos apoptóticos. Con este método es posible demostrar
replicación viral luego de 15-25 días de cultivo, aún en
células mononucleares cultivadas de pacientes tratados
por períodos mayores a dos años con terapia
antirretroviral combinada exitosa (negativización de la
carga viral con técnicas de PCR ultrasensible, < 50 co-
pias RNA HIV / ml). En general, los resultados de aisla-
miento son mejores en pacientes en estadios interme-
dios de la enfermedad cuyos niveles de apoptosis es-
pontánea no son demasiado elevados23. Los tiempos
óptimos para el aislamiento viral son relativamente tar-
díos (>14 días), lo que apoya el hecho de que las células
M/M son las fundamentales proveedoras de HIV en este
sistema24.

Al analizar los resultados de distintos investigadores,
queda claro que la mayor parte de la evidencia experi-
mental apunta a la exacerbación de los mecanismos
apoptóticos como consecuencia de la infección por HIV.
Es importante destacar que las causas del aumento de
la apoptosis linfocitaria en el HIV son múltiples, y proba-
blemente estén vinculadas de manera fundamental con
la activación generalizada del sistema inmune, la cual

TABLA 1.- Aumento de apoptosis en
el SIDA

● Activación generalizada (AICD)

● FasL/Fas

● Deprivación de citoquinas (IL-2)

● Menor expresión de Bcl-2

● Mayor activación espontánea

● Remoción defectuosa por los M/M
Fig. 3.- Exacerbación de los mecanismos apoptóticos luego

de la infección por HIV. Adaptada de Gougeon y
Montagnier8.
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desemboca en su agotamiento. El esquema presentado
en la Figura 3 resume esta propuesta. Finalmente, la in-
troducción del tratamiento antirretroviral altamente efec-
tivo (HAART), además de modificar la carga viral
plasmática, la sobrevida de los pacientes y su calidad de
vida, corrige los valores aumentados de marcadores re-
lacionados a la apoptosis linfocitaria y a la activación
generalizada del sistema inmune25, de manera que es
posible suponer que la apoptosis es una buena medida
indirecta del estado de activación generalizada (y por
ende del daño potencial al sistema inmune), y su evalua-
ción puede resultar útil para monitorear la eficacia del
tratamiento HAART.
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