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Resumen

La alteracion de la funcion de los componentes de
la inmunidad innata puede contribuir al desarro-
llo del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) durante el curso de la infeccion por el vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se ha
descrito que Nef, una de las proteinas reguladoras
del VIH, puede modular la produccion de supe-
roxido en células. Asi, la alteracion de la produc-
cion de superoxido en los monocitos/macrofagos
y neutréfilos de pacientes infectados con VIH,
podria ser secundaria a un efecto directo de Nef
en componentes del complejo NADPH oxidasa.
Nuestro grupo recientemente describid que Nefes
capaz de aumentar la produccion de anion supe-
roxido en los neutrofilos humanos, y de asociarse
con p22-phox, uno de los componentes de mem-
brana del complejo enzimatico. En este reporte
proponemos un modelo hipotético de asociacion
entre p22-phox y Nef-VIH-1, donde se evidencia
un posible sitio de contacto. Es necesario reali-
zar nuevos estudios que permitan corroborar este
modelo y mapear el sitio de contacto critico para
modular este complejo enzimatico responsable de
uno de los mecanismos de defensa innatos mas
eficientes en los fagocitos.

PALABRAS CLAVE: VIH, neutréfilos, superdxi-
do, Nef, p22-phox, NADPH-oxidasa.

ROLE OF Nef-VIH-1 AND p22-phox ASSOCIATION
Abstract

Altered neutrophil function may contvibute to the
development of AIDS during the course of HIV
infection. It has been described that Nef, a regu-
latory protein from HIV, can modulate superoxide
production in phagocytic cells, therefore altered
superoxide production in monocyte/macrophage
and neutrophils from HIV infected patients, could
be secondary to a direct effect of Nef on compo-
nents of the NADPH oxidase complex. Our group
recently described a specific association between
Nef and p22-phox, a membrane component of the
NADPH oxidase complex. In this work we propo-
sed a hypothetical model that shows the way that
these proteins could be associated. Additional
studies are necessary to map the sequence that
are involved and if they are critical to modulate
the enzymatic complex vesponsible for one of the
most efficient innate defense mechanisms in pha-
gocytes, contributing to the pathogenesis of the
disease.

KEY WORDS: VIH, neutrophils, superoxide, Nef,
p22-phox, NADPH oxidase
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Introduccion

Se ha estimado que 3.2 millones de personas en
el mundo estan infectadas con el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH) (1), agente cau-
sal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). Ademas del deterioro de la respuesta in-
mune adaptativa, durante la infeccion por el VIH
ocurre un defrimento de los elementos de la in-
munidad innata (2.3). Las células fagociticas jue-
gan un papel muy importante en la defensa con-
tra patogenos mediante la activacion de diversos
mecanismos microbicidas, dentro de los cuales se
encuentran la fagocitosis y la produccion de su-
peroxido. El superoxido es generado por la acti-
vacion del complejo NADPH-oxidasa, a través de
la reduccion del oxigeno molecular, favoreciendo
asi la generacion de metabelitos reactivos del oxi-
geno (ROS), responsables de mediar la destruc-
cion de diferentes componentes celulares, con
alto poder microbicida (4). El complejo NADPH-
oxidasa esta constituido por un componente de
membrana, denominado flavocitocromo confor-
mado por dos subunidades proteicas (gp91-phox
y p22-phox) que constituyen la subunidad catali-
tica y un componente citosolico, conformado por
tres proteinas denominadas: p47-phox, p67-phox
y p40-phox.

Una vez que la célula es activada el componen-
te citosolico debe ser trasladado para su adecuado
ensamblaje con los componentes de membrana y
asi conformar un complejo enzimaticamente ac-
tivo (5. 6). Para que este proceso se lleve a cabo
de manera efectiva, p47-phox debe sufrir un cam-
bio conformacional, mediado principalmente por
eventos de fosforilacion, exponiendo de esta ma-
nera su dominio SH3; que le permite interactuar
con p22-phox, facilitando el reclutamiento de los
otros dos componentes citosolicos hacia la mem-
brana celular (7): ademas favorece que p67-phox
establezca confacto con gp91-phox conduciendo
asi a la activacion definitiva de este complejo (8).
Para que todo este proceso de movilizacion, tras-
lado y activacion del complejo enzimatico ocurra,
deben participar otras proteinas pertenecientes a
la familia de las GTPasas, tales como Racl, Rac2
(ubicadas en el citosol) y RaplA (ubicada en la
membrana) (9. 10), las cuales son indispensables
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para la conformacion de complejo enzimatica-
mente activo.

Diversas células fagociticas y no fagociticas
expresan componentes del complejo NADPH-
oxidasa, pero es especialmente en los monocitos
y neutréfilos donde se ha caracterizado la funcion
microbicida de este complejo enzimatico (5). Seha
evidenciado que durante la infeccion por el VIH,
las células fagociticas (monocitos y neutréfilos)
pierden su capacidad funcional, predisponiendo
asi a los pacientes a suftir infecciones oportunis-
tas (1, 11. 12), asociado con un desequilibrio en
el estrés oxidativo e incremento en la susceptibi-
lidad a sufrir muerte celular (13). Los monocitos/
macrofagos ademas son células susceptibles a ser
infectadas por el VIH y son consideradas uno de
sus principales reservorios (14).

El virus esta constituido por nmltiples pro-
teinas estructurales y reguladoras, dentro de las
cuales Nef es una de las que se ha caracteriza-
do por mediar multiples estrategias de evasion
de la respuesta inmune (15). Nef es una proteina
miristoilada de 27-34 kDa de peso molecular, es
expresada exclusivamente por VHI1/2 y por el vi-
rus de la inmunodeficiencia simia (VIS), y se ha
establecido que es una de las proteinas més im-
portantes en la inmunopatogenia de la infeccion
por el VIH (16). ya que incrementa la infectividad
y la replicacién viral (17, 18). Gran parte de los
mecanismos de regulacion estan asociados con su
capacidad de interactuar con proteinas celulares
que incluyen: receptores de membrana, proteinas
encargadas del trafico intracelular, proteinas de
sefializacion, entre otras (15, 19).

Recientemente se ha evidenciado que Nef
se asocia con proteinas del hospedador a fin de
mediar sus mecanismos inmunoparogeénicos, una
de la mejor caracterizada es la inferaccion con
la proteina PAK2. que conduce a alteracion de la
quimiotaxia celular por afectar el remodelamien-
to de la actina, a través de promover la hiperfos-
forilacion de la cofilina (proteina reguladora del
proceso de polimerizacion de actina). Esta fun-
cion es comun de las diferentes formas alélicas de
Nef, con algunas excepciones (20).

Debido a que se ha documentado que Nef pue-
de regular la produccion de superdxido en macro-
fagos, microglias y neutréfilos (2, 21, 22). v que
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ademas se ha demostrado que es capaz de inducir
la fosforilacion de p47-phox (23), se evalud si esta
proteina era capaz de asociarse con componentes
del complejo NADPH-oxidasa y promover estos
cambio a traves de mecanismos directos. Para ello
se realizd un abordaje mediante el uso de diferen-
tes herramientas experimentales que incluyeron
la microscopia de fluorescencia, la citometria de
flujo, 1a biologia molecular y la bioquimica, a fin
de comprender como el VIH puede afectar la pro-
duccion de superoxido en pacientes infectados.

Nef fue expresado y purificado como una pro-
teina de fusion y utilizada para estimular a los
PMN. a fin de evidenciar en primer lugar si la
forma soluble era capaz de inducir la produccion
de superdxido (24). Este efecto de Nef sobre la
activacion de la produccion de superdxido ha sido
documentado anteriormente en otras poblaciones
celulares. argumentandose varios mecanismos de
accion, que involucran su capacidad para activar
a Racl y a PAK. ambas implicadas en la activa-
cién del complejo NADPH oxidasa (24). Recien-
temente se ha demostrado que una linea de mo-
nocitos (U937) humanos, Nef interactia con Heck
(quinasa de células hematopoyeticas), de esta ma-
nera puede inducir la fosforilacién y traslado a la
membrana de p47-phox (23).

Nuestro grupo fue capaz de demostrar me-
diante ensayos de inmunoprecipitacion, que Nef
se asociaba a una proteina de 22 kDa. identificada
mediante inmunotransferencia (immunoblotting)
como p22-phox (25), hallazgo que fue confir-
mado mediante co-inmunoprecipitacion inversa,
es decir inmunoprecipitando a p22-phox y de-
tectando a Nef, en lisados de polimorfonuclares
previamente incubadas con esta proteina viral, y
mediante inmunofluorescencia y ensayos de Far-
western.

En vista de estos hallazgos. la asociacion pro-
teina-proteina fue analizada mediante el uso de un
servidor de web que permite la prediccion de la
estructura proteica. Para ello primero obtuvimos
los archivos en formato PDB de ambas proteinas,
mediante el uso del servidor remoto Phyre Server
(26). Luego se procedio a determinar los segmen-
tos que con mayor probabilidad estaban interac-
tuando y se evidencio que los residuos VRGE
[126-129] de p22-phox y RRQDI [105-109] de
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Nef, mostraban alta probabilidad de asociacion.
A pesar de que aun no esta reportada la estructura
cristalizada de la proteina p22-phox completa, se
propone un modelo de prediccion de la asociacion
de p22-phox con Nef. generado con el programa
ClusPro (27) y el modelaje tridimensional reali-
zado mediante el uso del programa MolBrowser
de Molsoft, dicho modelo hipotético de interac-
cion se muestra en la figura 1.

Figura 1. Modelaje sobre la asociacion Nef/p22phox

La p22-phox funciona como una proteina
adaptadora entre 1a membrana y los componentes
citoplasmaticos del complejo enzimatico, su aso-
ciacion con Nef pudiera tener un efecto sinérgico,
quizas mediante un cambio conformacional de la
proteina y aumento de la actividad enzimatica.
Este modelo hipotético que proponemos de aso-
ciacion entre p22-phox y Nef-VIH-1, es el punto
de partida para el disefio de nuevos estudios que
permitan corroborar los dominios participantes
de esta asociacion y ademds comprender la im-
portancia bioldgica de esta interaccion, lo que pu-
diera representar en el futuro un posible blanco
para la intervencion terapéutica, no solo duran-
te la infeccion por VIH, sino en ofras patologias
asociadas a disfuncion en la produccion de meta-
bolitos reactivos del oxigeno.

Agradecimiento: Este trabajo fue apoyado en
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Muerte celular programada: II. Papel en el desarrollo y funcion de las células
linfoides del sistema inmune
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PROGRAMMED CELL DEATH: ILROLE IN
THE DEVELOPMENT AND FUNCTION OF
LYMPHOID CELLS IN THE IMMUNE SYSTEM

Resumen Abstract

La muerte celular programada representa para el Programmed cell death (PCD) is one of the most
sistema inmune una de sus principales herramien- important mechanisms for the immune system to
tas a fin de mantener la homeostasis. Este proceso maintain the homeostasis. This process is highly
es altamente eficiente al controlar el desarrollo y efficient in the control of lymphocyte development
activacion de las células linfoides tanto a nivel de and activation, in both primary and secondary
los 6rganos linfoides primarios como secunda- lymphoid tissues. Hence, during the ontogeny the
rios. Por lo tanto, durante la onfogenia se activan immature lymphocytes go through positive and
mecanismos de seleccion positiva y negativa, a negative selection, in order to prevent potential
fin de evitar el desarrollo y maduracion de linfo- autoreactive lymphocytes, to reach peripheral
cifos potencialmente autorreactivos. La seleccion tissues. Therefore, negative selection is activated
negativa se genera por la presencia de linfocitos against every immature lymphocyte that show a
con alta afinidad por antigenos propios, lo que high affinity for self antigens, which mostly will
condiciona la activacion de mecanismo de muerte be eliminated by apoptosis or PCD. On the con-
por apoptosis. En el caso de linfocitos maduros trary, in peripheral tissues, the immune system is
activados en la periferia, el sistema debe asegurar committed into a process of positive selection for
que sobrevivan los linfocitos con alta afinidad por  populations capable of reacting with a high affi-
los antigenos extraiios, mediando asi la activacion nity against foreign antigens, in ovder to assure
de los eventos de muerte celular en aquellos con a more efficient immune response. Consequently,
baja afinidad por estos antigenos. Los eventos que lymphocytes with a low affinity for foreign anti-
activan y conducen a la muerte celular son dife- gens, need to be deleted by PCD. The purpose of
rentes en los distintos estadios de maduracion. En this review is to describe the different processes
esta revision se discutirdn los eventos de la muer- of PCD which are involved during lymphocytes
te celular que controlan el desarrollo de seleccion ontogeny, life and differentiation.

de estas subpoblaciones linfocitarias

PALABRAS CLAVE: apoptosis, muerte celular KEY WORDS: apoptosis, programmed cell dea-
programada, linfocitos, ontogenia, via extrinseca th (PCD), ontogeny, lymphocytes, homeostasis,
y via infrinseca. 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, 1a 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), macrofagos. células dendriticas, po-
limorfonucleares y sus subclases. La mayoria de
los componentes del sistema inmune nacen en la
medula osea: los linfocitos B, las células NK. los
macrofagos, polimorfonucleares y un grupo de
células dendriticas, maduran en la médula dsea
y en el higado fefal, 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 enfre 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 daiio
tisular y el desarrollo de enfermedades autoinfla-
matorias.

Diversas caracteristicas del sistema inmune son
tinicas, 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 region variable que conforman tanto el TCR
como el BCR, y la posterior seleccion (negafiva 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 v prevenir la autoinmunidad, ademas del
confrol 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
confrola 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 describiran 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 1a 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 nimero 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-CD8- (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 evaluacion 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 (células 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 antiapoptdticos de la via intrinse-
ca de la familia Bcl-2 (Bcl2. BeIXL, 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 sefalizacion 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 comtn (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
acompaiia a la cadena P vy ejerce otro punto de
confrol para permitir o no la progresion en el desa-
rrollo y conceder la expresion de la cadena o, que
formara parte del TCR definitivo. La seleccion de
la cadena f es un evento clave en el estadio DN3
mediado por la sefializacién 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/Bf1-1) como por la extrinseca. La
via extrinseca puede mediar la apoptosis en las
células DN3 que no reciben sefial del pre-TCR y
dentro de los receptores descritos que participan
en esta fase estan: el receptor de muerte 3 (DR3),
DRS5 y el receptor del TNF 1 (TNFRI). los cuales
son expresados en las células DN3 (4, 5) y apa-
rentemente median las sefales en este etapa de
desarrollo.

8 =gvisia | |édica de la Ef.-.a':c' ormuguesa - UL . Vol 4 ‘J.r‘" I/ 2010

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 infe-
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 BelxL 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 antiapoptoficas como
Bcl-2 y Bel-XL v 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 proapoptdtica Bim (3),
involucrada en ejecutar la muerte espontanea de
los timocitos. Ofros miembros proapoptoticos de
la familia Bel-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 seleccién 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-
duracién 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 sefiales 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
CDY5. El estado de maduracion y de activacion,
la cantidad v la cualidad de la sefial 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 coestimulacion via CD40 que ha
sido activado por CD40L expresado en células
T y macrofagos; este estimulo podria representar
la sefal de supervivencia mas importante para la
ceélula 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 osea 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 organos
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-
fiales de supervivencia o aquellas cuyos BCR no
estén ocupados por antigenos (2, 9).

4. MCP durante la expansién 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 (iii) fase en la cual ciertas células T que sobre-

|:’:e-‘- rta I\'/é;;i:,s de la ;>:ar\:'ér\ pcﬁ,.g_e:.s - L_, .—« c‘ __-'.l\,m' 2010 9




5 . — -,
=gjas., Dalmen, Tevrnueta

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 exfrinseca dependiente de recep-
tores de muerte, la intrinseca mitocondrial y 1a 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-
lacién del TCR en ausencia de una adecuada sefal
coestimuladora, esuno de los factores desencade-
nantes de la muerte del linfocito, fendmeno cono-
cido como muerte celular inducida por activacion
(MCTA). Durante la MCIA se ha demostrado la
participacion del receptor Fas, TNFR1, TRAILR,
fenomeno que puede reproducirse in vitro, si las
células son re-estimuladas durante los primeros
4-6 dias posterior a la activacion, y se acompaia
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 estd asociada con su sensibilidad a sufrir
muerte por esta via, por ejemplo los linfocitos T
virgenes (no expuestos a antigenos extranos) son
resistentes cuando son estimulados con el ligando
(FasL), mientras que las activadas, las células T
reguladoras (Treg) v 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 Bcel-2 y Mecll (2, 13, 14). Las células
T sensibilizadas se comportan como células tipo
L, 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-
cion 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, Ia
MCTA, 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 danadas, 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 autonomica de células activa-
das (MACA) (16), donde se sugiere la participa-
cién de la via intrinseca a través de la accion de la
proteina proapoptotica Bim (4, 17). y la activacion
de INK y p38 (ambas miembros de las MAPK),
que juegan un papel crucial en la induccion de Ia
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-kB se asocia con incremen-
to de la sobrevida debido a que promueve la in-
duccion de la expresion de Bel2, mientras que su
supresion (hecho que ocurre durante la MCTA),
favorece la muerte asociada con el incremento de
ERO vy este ultimo facilita la supresion de Bel2 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 seflales 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 células T reactivas y para ferminar 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 TNFRI, 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 CD8+, durante la fase de confrac-
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 sefales de sobrevida en esta po-
blacion celular (5).

4.1 Moléculas coestimuladoras y su papel en Ia
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 iv) el microambiente
de estimulacion (19). Las células T activadas por
medio del TCR pueden ser salvadas de MICA por
una segunda sefial 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,
(11) sobrerregulacion de Bel-xL inducido por la
activacion de PI3K/AKkt v (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 Iy tipo IT en las células T, y mas tardiamente,
también bloquea la expresion de CDISL (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 v 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 necroticas 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 v otros factores que modulan la actividad
y funcion de las células T (2). Por otro lado, las
células T activadas influyen en la funcién 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 Ia
superfamilia TNF-R: CD40 y CD95, poseen ro-
les adversos en este contexto: el sistema CD40-
CD40L permite la supervivencia de las APCs y el
sistema CD95-CDI95L induce su muerte. La plas-
ticidad del sistema inmune podria requerir que las
células puedan dar y recibir sefiales de vida y se-
fiales 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 v 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 senales de reconocimiento que atraen
fagocitos profesionales y para eso atraen su remo-
vimiento. Una de tales sefiales 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 seflales son mas importantes
para la induccion de tolerancia, que para el inicio
de una respuesta inmune. Por el contrario, ofras
sefiales tales como la liberacion de nucledtidos
(incluyendo ATP y UTP) por neuronas dafiadas
en ratones, se piensa que atraen células de la mi-
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croglia al sitio de dafo (8).

El producto de los nucleotidos. tales como el
acido trico, pueden funcionar como patrones mo-
leculares asociado a dafio (DAMPs), que actiian
activando al sistema inmune, a través de la esti-
mulacion de Ia produccion de citocinas inflama-
torias tales como IL-1f, IL-8 e T.-33, cuya secre-
cion dependera de Ia 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 union
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 apoptdticas inducen la se-
crecion de citocinas antiinflamatorias tales como
TGF-p. 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 inflamacion. En otro orden de ideas, el TGF-
B. liberado por células dendriticas o macrofagos
que han engullido células apoptotica. podria pro-
mover la generacion de células Treg inducidas.
Tales células Treg pueden confribuir al efecto de
las células apoptoticas sobre el sistema inmune,
sin embargo la situacion es mas compleja: si IL-
6 también estd presente, por ejemplo, debido a
la participacion de TLR (receptores tipo Toll) u
ofras seflales inflamatorias, las células apoptoti-
cas pueden conducir a la generacion de células
inflamatorias T ayudadoras mas que células Treg,
un fenémeno 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-
duccion 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 HMGBL. de modo que
pueda quedar inactivo. Adicionalmente, las cito-
cinas tales como TGF-f 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. Simulta-
neamente, las células T CD8+ son estimuladas en
ausencia de células T CD4+ activadas, resultando
en la diferenciacién 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 tnico 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 II

Se caracteriza por la acumulacion 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 catabélico 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 fusidn 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 auténoma, 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 sufte 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 dafo alquilante del ADN
promueve una rapida deplecion del NAD+ cito-
solico mediado por PARPI, lo cual conduce a una
muerte necrotica por colapso energético en célu-
las glicoliticas. PARPI también puede mediar la
muerte celular que es inducida por dailo al ADN
secundario asociado con daflo neuronal agudo. En
este caso, la muerte celular neuronal conduce al
traslado de polimeros de poli-ADP-ribosa hacia
el citosol, dando Iugar al traslado de AIF desde la
mitocondria hacia el nuicleo, donde es mediada la
muerte celular (23).

En muchos tipos celulares se adoptan desti-
nos distintos luego de la estimulacion con TNF-u
(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-
tinacién de RIPI (proteina I de interaccion con el
receptor), y es una respuesta primaria a TNF-o; en
este escenario, 1a ubiquitinacion de RIPT limita la
formacion del complejo de senalizacion proapop-
tdtico, en consecuencia NF-kB actiia 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-o 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)
0 la deficiencia en las quinasas de adhesion fo-
cal (FAK) en la sefializacion de quinasas, lo cual
conduce a una eficiente formacion de DISC yala
activacion de caspasa-8 (22).

(c) La activacion de la necroptosis como una
respuesta primaria a TNF-a requiere de la supre-
sion de seflales 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 nitro-
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 1a misma. Diversos ejemplos de tales enfer-
medades con inhibicion 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 Ipr (linfo-
proliferacion). Los sintomas de esta enfermedad
son similares a las del lupus erifematoso siste-
mico. En estos casos las células T aberrantes se
acumulan, debido a un defecto en el splicing o
enpalme de Ipr. lo que resulta en una gran dis-
minucion 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 aufoinmunidad 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 CDISL. 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 destregulacion de Bim
(molécula proapoptotica 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 vy otros autoanticuerpos caracteristi-
cos de esta patologia. Finalmente, tal v como se
describié en la primera parte de esta revision (7),
los cuerpos apoptoticos deben ser adecuadamen-
te eliminados para que durante este proceso no
se generen eventos que conduzcan al dafio fisu-
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 activacion 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 bel-2 bajo la influencia del aumento
de inmunoglobulinas. La sobreexpresion de bcl-2
suprime la apoptosis vy favorece la proliferacion
del tumor. Esto es apoyado por el incremento de
la incidencia de tumores en animales transgéni-
cos para bel-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 0 MHC y estrategias activas tales
como la produccion de citocinas inmunosupre-
soras. Adicionalmente, CD95 pudiera tener una
funcion inmunosupresora. Un numero de tumo-
res, incluyendo tumores linfoides, son resistentes
a la apoptosis y expresan CDI95L 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).

CDO95L 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 CDISL 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 infeccién 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 CCRS (27).

Otro evento critico en el deterioro de la res-
puesta inmune es el estado de hiperactivacién
cronica, lo que promueve que se active la muerte
celular tanto a traves 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 nodulos lin-
faticos v en sangre periférica (28, 29). Ademas,
la condicién 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 CD95L 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
CXCR4. La potencialidad de este fenomeno y su
especificidad por las células T CD4+ sugiere que
esfo 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 deplecién 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 interactia con la proteina
Env viral (33), y esta asociacion activa la autofa-
gia por promover la hemifusion o fusion total de
dos células o formacion de sincitia (27).
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Resumen

Se presenta una descripcion breve de los princi-
pales aspectos inmunoldgicos de la enfermedad
tiroidea autoinmune, una de las enfermedades
autoinmunes mas frecuentes, donde se han impli-
cado tanto aspectos genéticos, ambientales, como
endogenos. Se revisan los autoantigenos implica-
dos, los anticuerpos que producen, y el significado
clinico de los mismos frente a la tiroides. Asimis-
mo, se evalua la participacion de los linfocitos T
CD4+ y CD8+ y las citocinas que producen en el
proceso autoinmune. Finalmente se hace una re-
vision del mecanismo de dafio a la tiroides, donde
participa de manera importante la apoptosis.

PALABRAS CLAVE: enfermedades autoinmu-
nes, autoantigenos, enfermedad de Hashimoto,
enfermedad de Graves, tiroglobulina, tiroperoxi-
dasa, receptor de la TSH, apoptosis

AUTOIMMUNE THYROIDE DISEASE

Abstract

A brief description of the main immunological
aspects of the autoimmune thyroid disease, one
of the most frequent autoimmune diseases, whe-
re genetic, environmental and endogenous fac-
tors have been implicated, is presented. A review
of the main self antigens involved, the antibody
they elicit and their clinical effect on the thyroid
gland, is done. Also, the participation of the T
CD4+ and CD8+ cells as well as the cytokines
they produced during the autoimmune processes,
are discussed. Finally, an analysis on the damage
mechanism on the thyroid gland, where apoptosis
has an important role, is made.

KEY WORDS: autoimmune diseases; autoan-
tigens, Hashimoto's disease, Grave's disease,
thyroglobulin,, thyroperoxidase, TSH-receptor,
apoptosis

Introduccion

En general, se acepta que la enfermedad tiroidea
autoinmune (ETAT) es un frastorno autoinmune
complejo y poligénico drgano-especifico, donde
juega un papel importante la interaccion de fac-
tores ambientales, genéticos y enddgenos en la
iniciacion, progresion y resultado clinico del pa-
decimiento. La ETAI es la méas comun de las en-
fermedades autoinmunes y se presenta con mayor
frecuencia en mujeres entre los 30 y 50 afios de
edad, aiun cuando la prevalencia aumenta con la

edad (1). La mayoria de los trastornos de la tiroi-
des son causados por enfermedad autoinmune y
dan lugar a un funcionamiento disminuido o au-
mentado de la tiroides.

En las ETAISs los principales genes de suscep-
tibilidad que se han identificado y caracterizado
son los loci genéticos HLA-DR, asi como los ge-
nes distintos del sistema principal de histocompa-
tibilidad (MHC) que incluyen a CTLA-4, CD40,
PTPN22, tiroglobulina (Tg) y el receptor de la
hormona estimulante de la tiroides (TSH-R). Asi-
mismo, se ha reportado la participacion de facto-
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res ambientales, entre los que se han mencionado
el contenido de iodo en la dieta, las infecciones,
el fumar, y posiblemente el estrés, entre otros (2,
3).

La ETATI incluye varias formas clinicas de tiroi-
ditis autoinmune, como la tiroiditis de Hashimoto
(TH) clésica, la enfermedad de Graves (EG). hi-
potiroidismo autoinmune atrofico, tiroiditis pos-
parto, tiroiditis silente, y la orbitopatia asociada a
la tiroides. De ellas las dos primeras son las mas
comunes y las que comparten muchas caracteris-
ticas inmunologicas. Una forma de la enfermedad
puede cambiar a la otra a medida que el proceso
inmune avanza. Un buen numero de estos pacien-
tes progresa a hipotiroidismo espontaneamente
después del fratamiento con drogas antitiroideas
o iatrogénicamente después de la terapia radioac-
tiva o cirugia (4).

Una de las caracteristicas invariables de las
ETAIs es la produccion de anticuerpos hacia los
principales autoantigenos de la tiroides, especifi-
camente, la tiroperoxidasa o peroxidasa tiroidea
(TPO). enzima que cataliza la organificacion del
yodo: la Tg, proteina principal de la coloide, y el
TSH-R (5).

Todas las formas de ETAISs estan asociadas con
un infiltrado linfocitico en la tiroides de células T
CD4+ y CD8+, las cuales son en gran parte res-
ponsables de generar autorreactividad mediada
por las células T y B, aunque también se encuen-
tran linfocitos autorreactivos tiroideos en oftros
sitios, como los ganglios linfaticos que drenan la
tiroides y la médula osea. La respuesta autoinmu-
ne inicial parece ser la regulacion de la secrecion
aumentada de citocinas, como el interferon gam-
ma (IFN-y) por las células T CD4+, que da lugar
a un aumento en la expresion de moléculas del
MHC de clase II en los tirocitos. lo cual parece
aumentar la expansion de células T autorreacti-
vas dando lugar a la caracteristica respuesta in-
flamatoria que se observa a medida que el pade-
cimienfo progresa. Los tirocitos son el blanco de
la apoptosis ocasionando hipotiroidismo, y en el
caso particular de la TH otro factor que contribu-
ye puede ser el anticuerpo inhibidor de la TSH
circulante. En el lado opuesto encontramos a la
EG, donde los pacientes sufren de hipertiroidis-
mo. La activacion de células T CD4+ especificas
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para tiroides ocasiona el reclutamiento de células
B autorreactivas, y el desarrollo de una respuesta
inmune estimuladora de la tiroides a través de an-
ticuerpos antitiroideos (6).

La biosintesis de hormonas tiroideas requiere
de la captacion de iodo hacia el tirocito v su salida
hacia el lumen folicular, donde es organificado.
La captacion de iodo dentro del tirocito es media-
da por una glicoproteina de membrana infrinseca
que se denomina simporter sodio-iodo (NIS), la
cual cotransporta dos cationes de sodio por cada
anion de iodo. El transporte de iodo mediado por
NIS es manejado por el gradiente electroquimi-
co de sodio generado por la Na+/K+-ATPasa. La
NIS es estimulada por la TSH, aumentando la
captacion de iodo y la iodinacion de la tirosina.
El defecto en la captacion-transporte de iodo se
produce por mutaciones del gen NIS (cromosoma
19) y alteracion consiguiente de la proteina NIS
(7. 8).

Autoantigenos

Como ya se menciono, se han identificado tres
principales antigenos tiroideos patogénicamente
importantes, especificamente: TPO, Tg y TSH-R.
En la ltima década. estos tres antigenos han sido
clonados (9-12). Asimismo, se ha descrito la clo-
nacion del simporter (13).

TPO

La TPO es una enzima que se encuentra normal-
mente en la glandula tiroides. v juega un papel
importante en la produccion de hormonas tiroi-
des. Esta enzima en presencia de H202 cataliza
la iodinacion de los residuos de tirosilo de la Tg
y reaccion de acoplamiento para la sintesis de T3
y T4. La TPO es una glicoproteina de 107 kDa,
constituida por 993 aminoacidos (aa), que se en-
cuentra ligada a la membrana y se localiza en el
citoplasma y en concentraciones elevadas sobre la
superficie apical de los tirocitos. Anteriormente
se le conocid como antigeno microsomal tiroideo
(9). La molécula posee multiples determinantes
antigeénicos (epitopes) para las células Ty B, y Ia
respuesta de anticuerpos hacia TPO no muestra
usualmente una restriccion de anticuerpos anfi-
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TPO a una subclase de inmunoglobulina G (14).
La TPO es el antigeno responsable mayoritaria-
mente de la autoinmunidad microsomal tiroidea

(15).
Te

La Tg es la proteina mayoritaria de la célula tiroi-
dea y el soporte estructural sobre el que se sinte-
tizan las hormonas tiroideas. La TSH estimula la
salida de Tg del tiroides y la T4 libre la suprime,
por lo que sus valores séricos, en realidad lo que
indican es la presencia de tejido tiroideo y su in-
dice de actividad glandular (16, 17). La Tg es una
glicoproteina de 660 kDa compuesta de dos subu-
nidades idénticas de 330 kDa: es secretada por las
células foliculares de la tiroides hacia el lumen
folicular, y almacenada como coloide. Cada mo-
lécula de Tg tiene aproximadamente 100 residuos
de tirosina, donde la cuarta parte se encuentra
iodinada. Estos residuos se acoplan para formar
las hormonas tiroideas triyodotironina (T3) y ti-
roxina (T4). La secuencia de la Tg humana se
conoce (18). Cuando la TSH estimula las célu-
las tiroideas, la Tg es endocitada e hidrolizada en
los lisosomas. liberando T3 y T4. La localizacion
exacta de los epitopes de las células T y B dentro
de la Tg se desconocen (19). Un epitope funda-
mental de las células T en la tiroiditis espontdnea
de los pollos obesos (OS) contiene iodo, v se ha
encontrado que la Tg escasamente iodinada es po-
bremente inmunogénica (20).

TSH-R

TSH-R es un miembro de la familia de receptores
acoplados a la proteina G. El enlace de la TSH
a su TSH-R, presente sobre las células tiroideas,
conlleva a la estimulacion a través de segundos
mensajeros que involucra predominantemente
AMP ciclico (AMPc) y concentraciones elevadas
de inositol 1.4.5-trifosfato y diacilglicerol, que
resulta finalmente en la modulacion de la expre-
sion del gen tiroideo (21, 22).

EI TSH-R ha sido caracterizado y se sabe que
tiene un dominio extracelular (A) que contiene
398 aa, un dominio transmembranal (B) de 266
aa. organizado en siete asas. y un dominio intra-
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celular de 83 aa. Al igual que la TPO, contiene
multiples epitopes para las células T y B. E1 TSH-
R presenta 7 segmentos que se exfienden en la
membrana, caracteristica que lo relaciona estre-
chamente con los receptores de otras hormonas
glicoproteicas, como la hormona luteinizante y
la foliculo estimulante (23-25). La traduccion de
ambas subunidades de una sola especie de ARNm
indica que el TSH-R se forma por degradacion in-
tramolecular de un precursor mas grande. La de-
gradacion tiene lugar en el receptor maduro des-
pués de que alcanza la superficie celular (26).

La obtencion del TSH-R para uso diagnosti-
co o de investigacion ha sido dificil, ya que es
una molécula 14bil con una gran estructura con-
formacional. y solo pequefias cantidades pueden
ser purificadas del tejido tiroideo humano. Cuan-
do se expresa en células procarioticas, levaduras,
o de insecto. tanto el holoreceptor como su ec-
todominio son insolubles mayoritariamente y no
pueden ser reconocidos por los autoanticuerpos,
atn después de que han obtenido su conforma-
cién. No obstante, varios estudios han explorado
la interaccion de sueros de pacientes con EG, con
TSH-R generado en bacterias, células de insec-
to. material expresado libre de células o como
péptidos sintéticos, por inmunotransferencia. in-
munoprecipitacion, o ensayos inmunoenzimati-
cos, aunque estos procedimientos no evalian la
capacidad de este material para inferactuar con
autoanticuerpos funcionales. Sin embargo. se ha
obtenido la secrecién de una proteina con un car-
bohidrato complejo que neutraliza autoanticuer-
pos de pacientes con EG: los autores esperan que
esfe material antigénicamente activo pueda ser de
utilidad en estudios de diagnostico, patogénesis e
inmunoterapia de este padecimiento (27).

Respuesta de células B

Se acepta que el sistema inmune se encuentra
normalmente en un estado en donde no reaccio-
na hacia antigenos propios. es decir en un estado
de tolerancia inmune, el cual no es mantenido a
nivel de las células B, mientras que en las células
T existe un alto grado de tolerancia a los autoan-
tigenos, como la Tg (28). Aunque existen multi-
ples mecanismos de control de la tolerancia a los




antigenos propios, los defectos en un solo sitio de
regulacion, como en los genes reguladores de la
autoinmunidad, pueden ocasionar una enferme-
dad autoinmune. Asimismo. los autoanticuerpos
pueden formarse cuando la tolerancia de las célu-
las T es soslayada por desafios inmunologicos con
antigenos extrafios de reaccion cruzada o cuando
los antigenos propios se acoplan a un acarreador
extrano, o bien cuando la tolerancia en las células
T se rompe (29).

El conocimiento de los epitopes que reconocen
los linfocitos B y que dan lugar a autoanticuerpos,
puede ser de gran utilidad para el entendimiento
de la respuesta autoinmune hacia la tiroides. Sin
embargo, una de las limitantes para su estudio,
son los cambios conformacionales que sufren las
moléculas, y cuya estructura original parece ser
necesaria para su interaccion con los anticuerpos.
Asi, fragmentos de polipéptidos o péptidos sin-
téticos de la TPO han dado resultados variables
(30). No obstante, se ha obtenido TPO con una
conformacion intacta y estable que ha permitido
la clonacion molecular y caracterizacion de una
repertorio grande de autoanticuerpos anti-TPO, y
que ademds evidencia la importancia de las célu-
las B que infiltran la tiroides como una fuente de
autoanticuerpos anti-TPO, ya descrita previamen-
te (31).

Los anticuerpos anti-Tg y anti-TPO ocurren en
concenfraciones elevadas en pacientes con TH y
mixedema primario. Estos anticuerpos son menos
comunes, pero todavia frecuentes en EG, mien-
tras que anticuerpos anti-TPO, més que anti-Tg,
son comunes (10%) en tiroiditis post-parto (32,
33). Ambos muestran una restriccion parcial a
las subclases IgG1 e IgG4 (14, 34). Los anticuer-
pos anfi-Tg generalmente median citotoxicidad
mediada por anticuerpos (ADCC), mientras que
los anti-TPO forman complejos terminales con el
complemento dentro de la glandula tiroidea (35).
El dafio mediado por células puede ser necesario
para que los anti-TPO ganen acceso a su antigeno
y se vuelvan patogénicos (36).

Los anticuerpos estimulantes de la tiroides
(TSAc) se enlazan al TSH-R, activan la adenila-
to ciclasa, aumentan la proporcion de sintesis y
secrecion de la hormona tiroidea, y la vasculari-
dad, mimetizando los efectos de la TSH (37). Los
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TSAc se encuentran en el 95% de los casos de
EG. Estos anticuerpos se penso que presentaban
una restriccion a la cadena kappa (38): sin embar-
go. se han reportado estudios que no favorecen
esfe concepto (39). La subclase de estos anticuer-
pos parece estar restringida predominantemente a
las subclases IgG1 e IgG4, y en menor proporcion
aIgG2, lo cual podria sugerir un defecto primario
anivel de la célula Benla EG (40, 41). Los TSAc
también se presentan en el 10 a 20% de pacien-
tes con hipotiroidismo autoinmune (HA), pero
sus efectos son enmascarados por los anticuerpos
bloqueadores del TSH-R y procesos destructivos
(24,37, 42, 43).

La inmunidad humoral exacerba el daio me-
diado por células de una manera secundaria, tanto
por fijacion directa del complemento (anticuerpos
anti-TPO) como por ADCC (44, 45). El ataque
del complemento iniciado por la via clasica o al-
terna, incapacita la funcion metabolica de las cé-
lulas tiroideas y las induce a secretar interleucina
(IL)-1, IL-6, metabolitos reactivos de oxigeno y
prostaglandina, los cuales aumentan la respuesta
autoinmune (35).

Autoanticuerpos

Los anficuerpos anfitiroideos representan una
herramienta importante en el diagnostico de la
patologia tiroidea autoinmune. Los implicados
en este tipo de enfermedades son: antiperoxidasa
(anti-TPO), antitiroglobulina (anti-Tg), y anti-re-
ceptor de la TSH (anti-TSH-R) (37, 46). En la ti-
roiditis de Hashimoto, que es la patologia tiroidea
aufoinmune de mayor prevalencia, el marcador
mas especifico son los anti-TPO, encontrandose
presentes en mas del 90% de los casos (37, 47,
48). Estos autoanticuerpos estan dirigidos con-
tra la TPO mitocondrial de la glandula tiroides
(49). Los anticuerpos anti-TPO son citotdxicos, y
por tanto, son responsables del dafio directo a la
gldndula (50). En sujetos con TSH elevada se ha
encontrado una fuerte asociacion entre anti-TPO
positivos y un volumen tiroideo aumentado (51).
En el hipotiroidismo subclinico, se ha descrito la
importancia de estos anticuerpos en la patogenia
y progresion de la enfermedad, siendo su positi-
vidad uno de los criterios para iniciar terapia con
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tiroxina. Un nivel elevado de anti-TPO confiere
un riesgo de desarrollar hipotiroidismo, 18 veces
mayor que el de la poblacion normal (52). En la
EG., los TSH-R son los marcadores especificos.
Los anti-TPO se encuentran presentes en 74% de
estos pacientes, y sus niveles descienden luego de
tratamiento con drogas antitiroideas (48).

Las técnicas de laboratorio disponibles en la
actualidad son mas sensibles para detectar la pre-
sencia de estos anticuerpos, lo que probablemen-
te ha influido en el aumento de la prevalencia de
anti-TPO positivos descritos en diferentes publi-
caciones.

Anti-TPO

Los anticuerpos anti-TPO se encuentran en
mas del 90% de pacientes con HT (30). Junto con
los anticuerpos anti-Tg son los anticuerpos predo-
minantes en hipotiroidismo autoinmune. Los anti-
TPO son principalmente de la clase IgG con IgG1
e IgG4 predominando (14, 53). Algunas personas
sin enfermedad tiroidea presentan anti-TPO. Sin
embargo, la presencia de anti-TPO puede aumen-
tar el riesgo de futura enfermedad firoidea. Si el
individuo presenta una funcién tiroidea normal
con anti-TPO, es recomendable examinarse pe-
riodicamente para evitar problemas firoideos fu-
turos. No obstante, se ha reportado que los anti-
TPO de individuos normales no muestran la mis-
ma especificidad que la de pacientes con tiroiditis
crénica (54).

Los anticuerpos anti-TPO han sido involucra-
dos en el proceso destructivo tisular asociado con
el hipotiroidismo observado enla TH y la atrofica.
La aparicion de anti-TPO generalmente precede
el desarrollo de trastornos tiroideos. La presencia
de anticuerpos cifotdxicos antitiroideos circulan-
fes no necesariamente implica destruccion pro-
gresiva de tejido, y se puede concluir que estos
anticuerpos no son responsables del daflo inicial a
la glandula, aunque contribuyen a la destruccion
de la tiroides una vez que la estructura folicular
normal ha sido alterada por otros mecanismos,
como ADCC y/o células asesinas naturales (célu-
las NK) (40, 50, 55). Rebuffat y col. (50) demos-
traron por primera vez que anticuerpos anti-TPO
humanos purificados de sueros de pacientes con
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EAIT son capaces de destruir la glandula tiroides
por ADCC cuando se asocian con monocitos. El
efecto biologico es disparado por los receptores
FcyRIy FeyRII expresados sobre estas células.

Anfi-Tg

La Tg juega un papel importante en el
desarrollo de ETAI: esta proteina es el producto
principal sintetizado en la glandula tiroides, y los
anficuerpos anti-Tg son comunes en la ETAT (56).
Los anticuerpos anti-Tg se encuentran en aproxi-
madamente el 55% de pacientes con HT y 25%
de pacientes con EG (57). Sin embargo, autoan-
ticuerpos similares se presentan en el suero de
numerosos individuos normales sin evidencia de
enfermedad tiroidea. No obstante, los anticuerpos
de pacientes con ETAI reconocen epitopos de 1a
Tg que no son identificados usualmente por los
individuos normales (58). Existen evidencias in-
directas del papel de estos autoanticuerpos en la
etiologia de la ETAL Asi, los anticuerpos anti-
Tg se encuentran en casi todos los pacientes con
ETAL tanto en la EG como en la TH (59, 60):
ademas, la inmunizacion de animales experimen-
tales con Tg induce ETAI (61). y se sabe que esta
caracteristica estd asociada al MHC, implicando
que es necesaria una interaccion entre la Tg y las
glicoproteinas del MHC para que se produzca la
enfermedad (62). Mads aun, se conocen los epito-
pes especificos de la Tg que estimulan el desarro-
llo de ETAI (63).

TSAc

El autoantigeno principal en 1a EG y la tiroiditis
atrofica es el TSH-R, localizado sobre la superfi-
cie basal de las células foliculares tiroideas (64).
En la EG los TSAcs se enlazan al TSH-R vy esti-
mulan a la célula tiroidea a producir cantidades
excesivas de hormonas tiroideas dando lugar a
hipertiroidismo. En pacientes con tiroiditis atro-
fica el anficuerpo principal es el anticuerpo blo-
queador del TSH-R (TBAc). Cuando se enlaza al
receptor bloquea el enlace de 1a TSH, previniendo
la estimulacion de la célula tiroidea. Esto resulta
en una disminucion en la produccion de la hor-
mona firoidea, atrofia de la glandula tiroidea y el




estado clinico de hipotiroidismo (65). Es decir,
desde el punto de vista funcional se pueden con-
siderar dos tipos de anticuerpos que interactiian
con el TSH-R: uno que estimula (TSAc) y otro
que inhibe (TBAc) su actividad. Estos anticuer-
pos pueden estar presentes en el suero del mismo
paciente v su efecto depende de cual predomine
(66, 67).

Estudiando la conversion in vitro de los TSAcs,
se encontro que era posible convertir el anticuer-
po de tipo bloqueador en estimulante por medio
de anticuerpos anfi-IgG humana, indicando que
los tipos bloqueadores y estimulantes se enlazan
al mismo epitopo del receptor, y que el anticuerpo
TSAc puede actuar en ambas formas por la in-
fluencia de otros factores, como anticuerpos an-
tiidiotipo (68).

La produccion exagerada de la AMPc estimula
la funcion de las células tiroideas asi como el cre-
cimiento de la glandula. Este segundo mensajero
regula de manera indirecta la expresion de los ge-
nes de la Tg y de la mieloperoxidasa. Como con-
secuencia del estimulo permanente de la AMPc se
produce hiperplasia de las células tiroideas y so-
breviene el hipertiroidismo (69). El mejor ejem-
plo de lo anterior lo encontramos en la EG, en
donde los TSAc ejercen una accion estimulante
de la funcién tiroidea causando un crecimiento de
la tiroides (70).

Los TSAc son heterogéneos y pueden mimeti-
zar la accion de la TSH y causar hipertiroidismo,
como se observa en la enfermedad de Graves o al-
fernativamente, antagonizar la accion de laTSH y
causar hipotiroidismo. La tltima tiene lugar mas
notablemente en el neonato como resultado de la
transferencia pasiva de anticuerpo de la madre
con ETAI (24).

Otros anticuerpos

Otro autoantigeno importante es el simporter de
Na+/T (NIS). Un 31% de los sueros de pacientes
con EG y 15% de la TH contienen anticuerpos
que inhiben in vitro la captacion de iodo mediada
por NIS (71-73) Los anticuerpos que inhiben la
funcion de NIS pueden parcialmente contrarres-
tar el efecto del TSAc de la tiroides en la enfer-
medad de Graves. Esto podria explicar la falta
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de correlacion entre el nivel de anficuerpos es-
timulante de la tiroides (o anticuerpos NIS) v Ia
severidad clinica de hipertiroidismo en algunos
pacientes con EG (74). Los anticuerpos contra el
simporter pueden también contribuir al hipotiroi-
dismo en la TH, al menos en las fases iniciales del
padecimiento, antes que la extensa destruccion
tisular tenga lugar (37, 71, 75, 76). Sin embargo,
otros autores encuentran que en las ETAISs los an-
ticuerpos capaces de modular la actividad de NIS
son raros (77). A pesar de estos reportes, alin se
discute sobre si NIS representa o no un autoanti-
geno tiroideo que induce la formacion de autoan-
ticuerpos funcionalmente relevantes. Como ya
se menciono, existen evidencias de que estos au-
toanticuerpos ocurren con baja frecuencia en un
buen niimero de muestras de pacientes con ETAL
pero no existen demostraciones de actividad inhi-
bidora de la captacion especifica de iodo. Aunque
esta controversia todavia no se resuelve, NIS no
parece ser un antigeno funcionalmente relevante
en las ETAIs (78).

Se han asociado otros autoanticuerpos con las
ETAL algunos posiblemente significativos para
entender la fisiopatologia del padecimiento, como
los autoanticuerpos a p53 que sugieren que, un
aumento en el dafio al ADN y apoptosis puede
estar asociado con la ETAI (79). Asimismo, en la
EG la elevada prevalencia de anticuerpos antinu-
cleares, antimusculo estriado, y antitejido conec-
tivo pueden ser indicativos de una enfermedad de
tipo colagena del muisculo estriado, tejido conec-
tivo y la tiroides (80).

Significado clinico

Los anti-TPO y/o los anti-Tg se presentan fre-
cuentemente en el suero de pacientes con ETAIL
(81. 82). Sin embargo, ocasionalmente los pa-
cientes con ETAI presentan pruebas con resulta-
dos negativos para autoanticuerpos tiroideos. Los
TSAc se presentan en la mayoria de los pacientes
con una historia de, o que actualmente tienen EG
(83). Durante el embarazo, la presencia de TSAc
es un factor de riesgo para el feto o el neonato que
pueden presentar alteraciones funcionales como
resultado del paso transplacentario del anticuerpo
materno TSAc (84). La prevalencia de autoanti-
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cuerpos tiroideos aumenta cuando los pacientes
tienen un padecimiento autoinmune 1o tiroideo,
como diabetes de tipo I 0 anemia perniciosa (85).
El envejecimiento se asocia con la aparicion de
autoanticuerpos tiroideos (86). El significado
clinico de niveles bajos de autoanticuerpos tiroi-
deos en sujetos eutiroideos se desconoce (87); sin
embargo, estudios longitudinales sugieren que
los anti-TPO pueden ser un factor de riesgo para
futuras alteraciones tiroideas, incluyendo tiroidi-
tis postparto, asi como el desarrollo de complica-
ciones autoinmunes por fratamiento con un nu-
mero de agentes terapéuticos (88-90). El uso de
determinaciones de autoanticuerpos tiroideos no
se recomienda para el monitoreo del tratamien-
to de las ETAIs, ya que el mismo esta dirigido a
las consecuencias del padecimiento (alteraciones
tiroideas) v no hacia la causa del mismo (autoin-
munidad) (91, 92).

Respuesta de células T

Tanto las células T CD4+, como las CD8+ ocu-
rren en el infiltrado linfocitico de la tiroides con
un predominio de las células T CD4+. Se observa
un aumento de células T activadas que expresan
los marcadores del tipo HLA-DR. Una amplia
seleccion de citocinas entre ellas la interleucina
(IL)-2, interferon (IFN)-y, factor de necrosis tu-
moral (TNF)-o, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13.
y IL-15 son producidas por los linfocitos con al-
guna variacion entre pacientes (93). Las células
tiroideas expresas moléculas del MHC de clase
IT asi como otras moléculas inmunologicamente
importantes y se comportan como células presen-
tadoras de antigeno (APC). La expresion por fi-
mocitos de la molécula de adhesion intercelular
(ICAM)-1, antigeno asociado a la funcion leuco-
citaria (LFA)-3, y moléculas del MHC de clase I
§ tirocitos, es incrementada por la IL-1, TNF-a e
IFN-y (94). Esta respuesta es aumentada por la
capacidad de los linfocitos T citotoxicos a mediar
lisis. La destruccion de celulas tiroideas es media-
da tanfo por células que contienen perforina, que
se acumulan en la tiroides, como por mecanis-
mos dependientes de Fas (95, 96). Las citocinas
y otras moléculas toxicas, como el oxido nitrico y
metabolitos reactivos de oxigeno probablemente
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también contribuyen directamente al dafio tisular
mediado por células.

Las células T y B. dendriticas y monocito/
macrofago acumulan en la tiroides y presumible-
mente juegan un papel importante como APCs,
capaces de proporcionar sefiales coestimuladoras.
Es posible que el monocito quimioatractante 1
derivado de la célula tiroidea, producido después
de la estimulacion del TNF-a, IFN-y, o IL-1, sea
el responsable de la acumulacion de monocitos,
los cuales son una fuente importante de citocinas
97).

Mecanismo de daio a la célula tiroidea

El término apoptosis fue introducido por prime-
ra vez en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie (98):
también se le conoce como muerte celular progra-
mada o suicidio celular, y es un proceso regulado
cuidadosamente que juega un papel importante en
el desarrollo normal, morfogénesis y funcion in-
mune (99). Este proceso activo de autodestruccion
requiere de la activacion de un programa genético
que puede conducir a cambios en la morfologia
celular, fragmentacion del ADN, y enfrecruza-
miento de proteinas (100, 101). La muerte celular
es un factor relevante en la patogénesis de varios
padecimientos, entre ellos los autoinmunes. La
regulacion de la apoptosis en células en fase de
proliferacion, puede ser la clave para poner en re-
versa la progresion natural de estas enfermedades.
La apoptosis involucra la activacion secuencial
de una serie de caspasas, que son enzimas pro-
teoliticas que degradan un nimero de substratos
de muerte (100). La apoptosis estd involucrada
en la homeostasis de las células foliculares de la
glandula tiroides, asi como en los mecanismos de
destruccion de las ETAIs.

Los trastornos autoinmunes de la tiroides se
caracterizan por la estimulacion o inhibicion, o
ambas, de autoanticuerpos (102, 103). En el hi-
potiroidismo autoinmune los anticuerpos y me-
canismos mediados por células contribuyen al
daio de la tiroides. En general, en la TH la expre-
sion en el fejido tiroideo de receptores de muerte
como CD95, denominado también Apol o Fas, y
ligandos de receptores de muerte como CD95L
y TRAIL. parece ser mucho mayor cuando se



compara con su confraparte normal. Asimismo, la
expresion de efectores positivos de la apoptosis,
como caspasa 3 y 8, ademas de Bax y Bak parecen
ser relativamente elevados en muestras de tiroidi-
tis comparada con la de controles normales (96,
104-107). Este patron de expresion claramente
apoya una apoptosis elevada como el mecanismo
subyacente en la pérdida de tirocitos en la TH. En
confraste, un patron opuesto parece ser la norma
en la EG: una caracteristica sobresaliente es la ex-
presion muy elevada de moduladores negativos
de la apoptosis tales como cFLIP. Bel-2, Bel-XL,
y la expresion casi normal de caspasas en los tiro-
citos. Opuestamente, en la TH la regulacion de la
expresion de Fas/FasL/Bcl-2 promueve la apop-
tosis, daflo tisular y una reduccion gradual en el
numero de tirocitos ocasionando el hipotiroidis-
mo (107). Es interesante mencionar que, aunque
en ambos casos se presenta una expresion signifi-
cativa de Fas/CD95 y su ligando, solamente en la
TH los tirocitos sufren apoptosis (106). Estudios
posteriores sobre apoptosis en la ETAI senalan
nuevos hallazgos sobre la destruccion autoinmu-
ne de la diana, indicando la participacion de re-
ceptores de muerte y vias apoptoticas reguladas
por citocinas en la patogenesis de la EAIT (106)
En el caso de la TH. una enfermedad Thl carac-
terizada por destruccién celular e hipotiroidismo,
la citocina TFN-y parece jugar un papel crucial en
la patologia de la enfermedad al aumentar la ex-
presion de caspasas y favorecer la sensibilizacion
de células hacia la apoptosis mediada por Fas (96,
99. 107). Por el contrario, en la EG manifestada
por una hiperplasia de la célula tiroide e hiper-
tiroidismo, las citocinas Th2 que predominan,
favorecen una respuesta humoral en lugar de la
inmunidad celular, aumentando la produccion de
autoanticuerpos producidos por los linfocitos B.
Los pacientes con EG producen titulos elevados
de anticuerpos IgG especificos para el TSH-R
(TSAc). Estos anticuerpos funcionan como TSH
activando al receptor, ocasionando un incremento
en su funcion, manifestada por una hiperplasia de
la célula tiroide e hipertiroidismo. Los TSAc pue-
den tener un papel antiapoptotico, protegiendo a
la célula tiroidea de la apoptosis. Tanto la TSH
como la IgG de pacientes con EG disminuyen la
expresion de Fas en tirocitos normales (108, 109).
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Ademas, en la EG mediada por Th2, las citocinas
IL-4 e TL-10 aumentan intensamente la expresion
de dos proteinas antiapoptosis Bel-XL y cFLIP,
las cuales proporcionan resistencia a la apopto-
sis mediada por Fas (110, 111). Esto comprueba
nuevamente el papel modulador necesario que
juegan las cifocinas Th1 y Th2 en el desarrollo de
las enfermedades autoinmunes (6). El balance de
citocinas producidas durante las fases iniciales de
la reaccion autoinmune probablemente determina
la progresion de una respuesta inofensiva hacia
ofra que ocasiona enfermedad autoinmune (6,
103, 105. 106, 112).

Conclusiones

Las ETAISs son el resultado de interacciones
complejas entre factores genéticos y ambienta-
les. La enfermedad resulta cuando los linfocitos
auforreactivos escapan a la tolerancia o ignoran-
cia inmune. Tanto la respuesta humoral como Ia
mediada por células contribuyen al dafio tisular
en el hipotiroidismo autoinmune. En la EG Ia
produccion de anticuerpos anti-TSAc conlleva a
hipertiroidismo. El desarrollo en multiples pasos
de la enfermedad, sugiere que puede ser posible
restaurar la tolerancia normal y tratar la EG in-
munologicamente. Actualmente la intervencion
médica terapeutica en las ETAIs incluyen el uso
de anticuerpos monoclonales para depletar selec-
tivamente subgrupos de linfocitos T especificos
v bloquear la interreacion entre el receptor de Ia
célula T y el MHC, por vacunacién con autoanti-
genos alterados quimicamente.

Ademas. la muerte celular es un factor im-
portante en la patogenia de varias enfermedades,
entre ellas las enfermedades autoinmunes, infec-
ciones virales, cancer, sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida, y enfermedades neurodegene-
rativas. La regulacion de la apoptosis en células
en proliferacion puede ser la clave para revertir la
progresion natural de estos padecimientos.
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