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I.RESUMEN 
 
 

 La fusión celular es un evento que ocurre con frecuencia en los sistemas 

biológicos y produce cambios importantes en la fisiología celular. En la 

infección por el VIH se ha sugerido que dicha fusión puede ser uno de los 

mecanismos que contribuyen a la pérdida de los linfocitos T CD4+ que produce 

un estado de inmunodeficiencia conocido como síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA). Sin embargo, la fisiología de los sincicios, así como su papel 

en la patogénesis del SIDA han sido poco estudiados. Las células infectadas 

por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) expresan en su 

membrana proteínas virales capaces de inducir la fusión con células no 

infectadas circundantes. En el presente trabajo se determinó el efecto de la 

fusión celular inducida por las proteínas de la envoltura del VIH sobre la 

expresión de receptores de importancia funcional para las células T CD4+, en 

los sincicios y en las células no fusionadas circundantes. Para este propósito 

se utilizaron células Jurkat transfectadas para expresar las proteínas de la 

envoltura del VIH gp120/gp41 (células Env+), en cocultivo con células Jurkat no 

transfectadas (células CD4+). Para hacer un análisis cuantitativo de la fusión, 

las células se tiñeron diferencialmente con colorantes lipofílicos que fluorescen 

en verde y rojo, respectivamente, antes del cocultivo. Después de la fusión 

celular, los cocultivos se analizaron para identificar a las células fusionadas 

(doblemente fluorescentes) y a las no fusionadas (de un solo color). Con el uso 

de anticuerpos monoclonales acoplados a una molécula fluorescente en un 

tercer canal, se evaluó de manera independiente cada una de las poblaciones 

celulares en cuanto a la expresión de los receptores CD4, CXCR4, CD3, CD28, 

LFA-1, ICAM-1 e IL-2R.   

 Los resultados obtenidos indican que la fusión celular reduce la 

expresión de los receptores CD4, CXCR4 e ICAM-1 en los sincicios, mientras 

que mantienen en cantidades elevadas los receptores CD3, CD28 y LFA-1, lo 

que sugiere que podrían conservar su capacidad para activarse e incluso 

participar en la respuesta inmune. Con respecto a las células que no se 

incorporan a los sincicios se encontró una reducción importante en la expresión 

de CD4 y CXCR4, lo que podría afectar su capacidad para responder frente a 

estímulos antigénicos. En ningún caso se detectó la expresión del receptor 
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para interleucina-2, lo que indica que la fusión celular no induce un estado de 

activación. Estos resultados sugieren que durante la infección por el VIH, la 

fusión celular y la reducción de la expresión de receptores importantes para las 

células T puede ser uno de los mecanismos que contribuyen a la progresión del 

SIDA.   
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I. SUMMARY 
 

Cell fusion frequently occurs in biological systems and leads the involved cells 

to important physiological changes. In HIV infection it has been suggested that 

cell fusion may be one of the mechanisms underlying the CD4+ T cell lost, 

bringing to the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). However, the 

syncytia’s physiology and role in AIDS pathogenesis has not been studied in 

detail.  

Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infected cells express on their 

membrane viral proteins (gp120/gp41) that may induce their fusion with 

neighbor uninfected cells. In this work, a lymphocytic cell line (Jurkat) 

transfected for expression of the gp120/gp41 HIV-1 glycoprotein (Env+ cells) in 

coculture with Jurkat untransfected CD4+, CXCR4+ cells, was used to determine 

the consequences of the cell fusion induced by the membrane HIV proteins on 

the expression of important T cell receptors. In order get a quantitative and 

objective description of cell fusion, Env+ cells and CD4+ T cells were labeled 

with lypophilic fluorescent green and red dyes, respectively, before coculture. 

After cell fusion, cocultures were analyzed by flow cytometry in order to 

measure the percentage of syncytia and unfused cells (double-colored or 

single-colored cells, respectively), as well as the expression of membrane 

receptors by the use of antibodies coupled to a third party fluorochrome.  

Results showed that syncytia has a lower expression of CD4, CXCR4 and 

ICAM-1 receptors than unfused cells. CD3, CD28 and LFA-1 receptors remain 

highly expressed on syncytia, suggesting that syncytia might retain the 

activation capacity necessary to participate in immune responses. In regard to 

unfused neighbor cells, it was found that they present a reduced expression of 

CD4 and CXCR4 receptors which might decrease their ability to respond to 

antigenic stimuli. In none case, IL-2R expressing cells were detected, indicating 

that cell fusion do not induce an activation state. These results show that cell 

fusion modifies the expression of important receptors both on syncytia and 

neighbor unfused T cells. These changes may constitute an additional 

mechanism of immunodeficiency leading to AIDS. 
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II. INTRODUCCIÓN 
 

2.1. Fusión celular 
 

 La fusión celular es un proceso que favorece el desarrollo de una gran 

variedad de eventos biológicos, tales como la fecundación, la formación del 

músculo esquelético, el desarrollo placentario, así como de respuestas 

inflamatorias de fase crónica (5, 48). Este proceso implica la mezcla de los 

lípidos que constituyen las membranas celulares y la mezcla de los contenidos 

acuosos citoplásmicos (fig.1), lo que resulta en la interacción de los 

citoplasmas y genomas de dos o más células que podrían encontrarse en 

diferente estado funcional (52). 

 

 

 

           

Mezcla de 
lípidos de 
la cara 
externa. 

Mezcla de 
contenidos 
acuosos 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo general de fusión de membranas. La fusión requiere el contacto
entre las membranas que permite la mezcla de los lípidos de la cara externa de la
bicapa lipídica (hemifusión). Eventos posteriores generan un poro que permite la
mezcla del contenido acuoso de los compartimientos.  

 

 La fusión entre células de la misma o de diferente estirpe (homocariones 

u heterocariones) puede favorecer la represión de funciones diferenciadas, o 

bien, activar genes que previamente no se expresaban. Por lo tanto, se pueden 

generar cambios importantes en la fisiología de las células involucradas (52).  
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Un ejemplo interesante de este fenómeno se presenta durante la formación de 

la placenta. Las células precursoras denominadas citotrofoblastos se fusionan 

entre sí, con lo que adquieren la capacidad de transportar nutrientes, gases y 

producir hormonas tales como la gonadotropina coriónica indispensable para la 

progresión del embarazo (78).  

 Asimismo se sabe que los mioblastos al fusionarse forman el tejido 

muscular con la facultad para contraerse (61), o que los macrófagos fusionados 

(células gigantes multinucleadas) potencian su capacidad fagocítica y de 

producción de citocinas que mantienen repuestas inflamatorias por períodos 

prolongados (31). Recientemente la fusión celular también se ha estudiado 

como una alternativa terapéutica para la regeneración tisular inducida por 

células madre de médula ósea, ya que la fusión de estas células con tejidos 

dañados induce la proliferación celular (45, 48). Sin embargo el resultado de la 

fusión no siempre es favorable, pues el cambio en el fenotipo puede conferir a 

las células características patológicas para los sistemas in vivo, como sucede 

en la formación de tumores metastásicos que pueden ser producto de la fusión 

entre células tumorales y macrófagos (15). Durante la infección por virus 

envueltos también se ha observado que la fusión celular es un evento frecuente 

que podría conducir a la muerte de las células involucradas. Particularmente, 

en la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), se ha 

sugerido que éste puede ser uno de los mecanismos que contribuyen a la 

pérdida de los linfocitos T CD4+ que conlleva a los individuos afectados al 

estado de inmunodeficiencia terminal conocido como SIDA (67). En los 

siguientes párrafos nos enfocaremos a describir la fusión celular durante la 

infección por el VIH. 

 

 
2.2 Fusión celular mediada por las proteínas de la envoltura del VIH 
 

 El estudio de virus fusogénicos ha permitido conocer los elementos que 

constituyen la maquinaria de fusión, la cual está compuesta por glicoproteínas 

de membrana específicas de cada sistema biológico (42). 

 El proceso de infección por el VIH es mediado por el complejo 

glicoprotéico gp120/gp41 expresado sobre la membrana del virus. Éste es 
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codificado por el gen env como un precursor (gp160) que se escinde por 

proteólisis, dentro del aparato de Golgi, en dos subunidades que se mantienen 

en contacto a través de interacciones no covalentes (14). La gp120 permanece 

como una subunidad de superficie y es la responsable de reconocer a su 

receptor primario CD4, así como un correceptor que puede ser CXCR4 o CCR5 

sobre la membrana de la célula hospedera (10, 19). La gp41se establece como 

una subunidad transmembranal que contiene una secuencia peptídica 

denominada “péptido de fusión” que permanece oculta bajo un arreglo 

estructural metaestable o de alta energía. Cabe mencionar que a nivel de 

retículo endoplásmico, la gp160 se asocia para formar trímeros y una vez 

procesada, el complejo gp120/gp41 se ancla en la membrana (Fig. 2), siendo 

ésta la forma funcional del complejo (10).  

 
a) 

 
 

b) 

 
 

 

 

Figura 1. a) Estructura del VIH. b) El complejo gp120/gp41 se asocia para formar
trímeros sobre la membrana que lo expresa. Por lo tanto, se sugiere que reacciona con
un trímero de CD4 de la membrana de la célula blanco para inducir la fusión. 
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 Cuando gp120 se une a sus receptores específicos, ocurren cambios 

conformacionales que liberan a gp41 de su estado metaestable. El modelo más 

aceptado que describe el mecanismo de fusión mediado por las proteínas de la 

envoltura del VIH, sugiere que gp41 adopta una conformación extendida en la 

que los dominios amino y carboxilo-terminales de gp41 se encuentran en una 

conformación helicoidal que expone el péptido de fusión (23). Este arreglo es 

transitorio y propicio para la inserción del péptido de fusión en la membrana de 

la célula blanco (fig. 2), lo que es seguido del empaquetamiento de los trímeros 

de hélices amino y carboxilo-terminal que finalmente acerca las membranas 

para que se fusionen (60).  
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Plegamiento 

Membrana   
viral 

Membrana 
celular 

Poro de fusión 

C-péptido 
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Figura 3. Cambios conformacionales en gp41 durante la fusión. Una vez que gp120
interacciona con CD4 y el correceptor, ocurren cambios conformacionales en gp41 que
exponen el péptido de fusión localizado en el extremo amino terminal. Este péptido se
inserta en la membrana de la célula blanco. Un plegamiento por el empaquetamiento
de las hélices amino y carboxilo terminales de gp41 acerca a las membranas
permitiendo la fusión.  
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 Una vez que las membranas viral y celular se han fusionado, el VIH tiene 

libre acceso al interior de la célula para comenzar su ciclo infeccioso (fig. 4). 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 4. La membrana de la partícula viral se fusiona con la membrana de la célula
blanco para ingresar y poder utilizar la maquinaria de replicación del hospedero, de
esta manera se producen nuevas partículas infecciosas que serán liberadas con una
envoltura proveniente de la membrana celular. 
 

 

 

 Las células infectadas sintetizan las proteínas virales y expresan en su 

membrana el complejo viral gp120/gp41 el cual es importante para el ensamble 

de las partículas virales. Al momento de ser liberados, los virus quedan 

recubiertos por una porción de la membrana celular enriquecida para las 

proteínas fusogénicas necesarias para la capacidad infecciosa del virus. La 

incorporación de proteínas en las partículas virales no está restringida a las 

glicoproteínas virales, ya que es posible detectar proteínas de la membrana de 

la célula hospedera en la envoltura, tales como MHC-I, CD43, CD44, CD55, 

CD59, CD63, CD71, CD80, CD86, ICAM-1 y LFA-1 (6). Sin embargo, la 

importancia de la expresión del complejo gp120/gp41 sobre la membrana de la 
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célula hospedera no se limita al ensamble correcto de los virus, sino que gp120 

le confiere a la célula infectada la capacidad para interaccionar con células 

CD4+ y fusionarse con ellas mediante la gp41, generando células gigantes 

multinucleadas o sincicios (fig. 5).  

 

 

 
 

 

 

 

Figura 5. Fusión célula-célula es dependiente del complejo protéico viral gp120/gp41.
La fusión entre células produce sincicios o células gigantes multinucleadas de tamaño
variable. 

 

 

 Se ha observado en cultivos in vitro de células T infectadas, que las 

células fusionadas por este medio son susceptibles a morir por apoptosis en un 

tiempo promedio de 72 horas (67). Por lo tanto, la fusión celular se considera 

como uno de los efectos citopáticos producidos durante la infección por el VIH. 
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2.3 Dependencia de la fusión de otros receptores 
 
 
 Las células susceptibles a la infección por el VIH son aquellas que 

expresan el receptor CD4, además de un correceptor que puede pertenecer a 

la familia de receptores para quimiocinas CXC ó CC (1). La presencia del 

correceptor es fundamental, ya que se ha observado que la expresión de CD4, 

aunque requerida para la unión del virus a la célula, no es suficiente para una 

infección productiva en ausencia de los receptores CXCR4 ó CCR5 (46, 77), 

expresados principalmente en células T CD4+ y macrófagos (41).  

 A través del uso de anticuerpos monoclonales se ha logrado determinar 

que una región dentro de gp120 denominada loop V3 es la responsable de la 

interacción con el correceptor, ya que dependiendo de su secuencia de 

aminoácidos podrá interactuar principalmente con los receptores CXCR4 o con 

CCR5 (46) y definirá el tropismo celular del virus, ya que los linfocitos T 

vírgenes expresan mayor nivel de CXCR4 mientras que macrófagos, y 

linfocitos T de memoria expresan mayor cantidad de CCR5. Por esta razón a 

los virus que tienen tropismo por macrófagos o células T de memoria se les 

conoce como R5 y a los que infectan principalmente linfocitos T vírgenes se les 

llama virus X4. 

 Aunque se ha observado que las interacciones con estos receptores son 

suficientes para la infección y la fusión celular, se ha encontrado que otras 

moléculas pueden desempeñar un papel importante. Por ejemplo, la molécula 

de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) proveniente del hospedero, es 

frecuentemente incorporada a la membrana viral y favorece la infección de 

células de memoria que expresan mayor nivel de LFA-1 (ligando natural de 

ICAM-1) comparadas con la población de células T que no han sido activadas 

(70).  

 Asimismo se ha descrito que moléculas de membrana con carga 

negativa, como los proteoglicanos, pueden establecer interacciones 

electrostáticas con el loop V3 de gp120 que tiene secuencias de aminoácidos 

de carácter básico que le brindan una fuerte carga positiva. En el caso del 

heparán sulfato se ha encontrado que su remoción por hidrólisis enzimática 

disminuye el enlace del virus y la infección de líneas celulares, así como la 

formación de células gigantes multinucleadas (51).  
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 Algunas moléculas, como las lectinas tipo C, pueden mediar la unión del 

virus a la membrana de monocitos/macrófagos y células dendríticas para 

favorecer la fusión mediada por las proteínas virales (76), aunque su 

participación en la fusión de células de estirpe monocítica no ha sido bien 

estudiada. 

 Por lo tanto, en el proceso de fusión pueden participar un gran número 

de moléculas importantes para la respuesta inmune, sin embargo su papel 

puede ser de mayor o menor importancia dependiendo del nivel de expresión 

de los receptores primarios gp120 y CD4, como ya se ha visto para CXCR4 

(26). 

 

 

2.4 Importancia de la fusión celular en la infección por el VIH 
 
 
 La dinámica de la infección por el VIH se caracteriza por presentar una 

fase inicial aguda de viremia elevada en sangre con una disminución 

importante de las células T CD4+, que se restituye con la aparición de células T 

citotóxicas y de anticuerpos específicos contra el VIH (fig. 6). En la fase crónica 

subsiguiente, la carga viral disminuye y llega a ser incluso indetectable a nivel 

de sangre periférica. Sin embargo, en muestras de tejido linfoide de individuos 

infectados, se ha observado un elevado número de células gigantes 

multinucleadas en las que se detecta una replicación viral continua (49, 50). 

Estas observaciones han sugerido que los sincicios generados por fusión 

celular podrían actuar como reservorios virales. (1, 50). Asimismo, la 

replicación viral dentro de estos reservorios podría constituir un mecanismo 

eficiente de diseminación que evita que el virus se enfrente a la acción de 

anticuerpos neutralizantes u otros elementos de la respuesta inmune (53).  

 Por otra parte, aproximadamente un 30% de los pacientes que se 

encuentran en una etapa avanzada de la infección muestran síntomas clínicos 

de demencia. El análisis post mortem de tejido cerebral y de médula espinal 

revelan la presencia de sincicios en zonas con un alto grado de destrucción de 

materia blanca. Estas observaciones sugieren que la actividad metabólica de 

los sincicios podría favorecer el daño del tejido adyacente conduciendo a un 

estado degenerativo del sistema nervioso (50).  
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Figura 6. Dinámica de la infección por el VIH. La fase aguda dura solamente algunas
semanas, mientras que la fase crónica puede durar muchos años, dependiendo del
estado inmunológico del paciente. 
 

 

 

 Finalmente, en la actualidad es generalmente aceptado que la capacidad 

fusogénica que los virus presentan in vitro se relaciona con las manifestaciones 

clínicas de la enfermedad. En etapas tempranas de la infección frecuentemente 

se pueden aislar virus que utilizan el correceptor CCR5 e infectan 

principalmente macrófagos, células dendríticas y células T de memoria (Fig. 7). 

Sin embargo, en un 50% de los individuos infectados se ha observado la 

aparición de variantes virales con afinidad por el receptor CXCR4 (55). Los 

virus con estas características se replican principalmente en linfocitos T 

vírgenes y son altamente fusogénicos en cultivos de linfocitos T primarios y de 

líneas de células T. Este cambio se asocia con la pérdida acelerada de células 

CD4+ que conduce hacia las manifestaciones clínicas del SIDA, lo que sugiere 

que existe una correlación entre la aparición de variantes virales inductoras de 

sincicios y la progresión a SIDA. (1).   
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a) b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cultivo de células infectadas con virus aislado a) en una etapa temprana de
la infección y b) en etapa avanzada. Nótese que los virus encontrados en la fase inicial
no forman sincicios en el cultivo, sin embargo, los virus encontrados en un paciente
que presentaba síntomas clínicos de SIDA, son inductores de sincicios. 

 

 

 
2.5  Consecuencias de la fusión celular  
 
 La mayoría de estudios realizados sobre la viabilidad de los sincicios 

reportan que la fusión celular inducida por las proteínas gp120/gp41 del VIH es 

un proceso que favorece la destrucción celular, aunque se conoce poco acerca 

de los mecanismos implicados. Se ha propuesto que la muerte por apoptosis 

es el destino final de las células multinucleadas y aún de células no infectadas, 

ya que se ha observado la activación de cinasas dependientes de ciclinas y de 

factores de transcripción como p53 que activan la ruta mitocondrial. La 

participación de este tipo de moléculas sugiere que la apoptosis se activa como 

consecuencia de la división celular fallida de las células fusionadas (9). 

Sylwester y cols. han estudiado no solo el destino final de los sincicios, sino las 

consecuencias de la fusión sobre las células que constituyen una célula 

multinucleada, así como algunos aspectos de su fisiología para entender su 

papel en la destrucción celular. Este grupo de investigadores encontró que las 

células fusionadas in vitro e in vivo pueden imitar la organización subcelular y la 

polaridad de las células individuales, manteniendo su capacidad de 
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movimiento. También encontraron que células T individuales y sincicios 

pequeños se desplazan con dirección hacia los sincicios de mayor tamaño por 

efecto de un factor quimiotáctico liberado por los sincicios, que se supone es 

gp120 soluble (62, 63). Estos hallazgos sugieren que los sincicios pueden 

contar con mecanismos particulares que facilitan la fusión y destrucción celular. 

Sin embargo, aún no queda claro si las células multinucleadas tienen la 

capacidad de modificar la expresión de receptores o cambiar su estado de 

activación para influir sobre las células vecinas. Existen algunos reportes que 

muestran que las células T CD4+ provenientes de pacientes infectados tienen 

deficiencias en su capacidad para responder frente a mitógenos o estímulos 

antigénicos (30, 32). En estos casos se ha encontrado un defecto en la 

expresión del receptor para interleucina 2 (38).   

 Estos antecedentes muestran la necesidad de llevar a cabo un estudio 

sobre las características de los sincicios formados por las proteínas de fusión 

del VIH, así como de las células vecinas que no se fusionan, para entender los 

mecanismos que producen daño celular. Como primer acercamiento, se puede 

evaluar el efecto de la fusión celular sobre la expresión de receptores en las 

células fusionadas y en las células vecinas que interaccionan con los sincicios. 

 

 

2.6  Estudio de la fusión celular 
 
 La fusión celular se ha estudiado considerando las dos premisas que la 

definen: la mezcla de los lípidos de las membranas que las constituyen y la 

mezcla de los contenidos acuosos (5, 13). De esta forma, se ha utilizado la 

microscopía, la activación de genes reporteros, así como por la transferencia 

de colorantes lipídicos y acuosos, además de algunos métodos 

electrofisiológicos que determinan cambios eléctricos debidos a la mezcla de 

los contenidos acuosos.  

 Actualmente los métodos fluorescentes y eléctricos se han mejorado y 

son utilizados con mayor frecuencia para el estudio de la fusión celular.   

 En nuestro laboratorio se ha desarrollado un método que permite el 

estudio y cuantificación de la fusión celular por citometría de flujo (35). Éste 

utiliza células transfectadas para expresar el complejo viral gp120/gp41 y 
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células CD4+. Las células se marcan diferencialmente con colorantes tipo 

carbocianina que emiten fluorescencia roja (DiI) y verde (DiO), y que por ser de 

carácter lipofílico se distribuyen principalmente en la membrana plasmática 

debido a sus cadenas saturadas de 18 carbonos (fig. 8). El marcaje es estable, 

intenso y no afecta la viabilidad celular. Cuando las células marcadas se ponen 

en cocultivo y ocurre la fusión, el citómetro de flujo puede cuantificar el 

porcentaje de células que presentan la doble fluorescencia (células 

fusionadas), así como el porcentaje de células que se mantienen de un solo 

color (no fusionadas). Este método se ha evaluado extensamente en el 

laboratorio (34, 35, 36, 44) y es el que se utiliza en el presente trabajo para el 

estudio de la fusión celular. 
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Figura 8. a) Estructura y arreglo de los colorantes lipofílicos fluorescentes en una
bicapa lipídica, b) estructura del colorante DiI que emite fluorescencia roja y del DiO
que emite fluorescencia verde. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
La fusión celular es un evento común que se observa en los individuos infectados 

por el VIH y existen evidencias que sugieren que es un mecanismo que contribuye 

a la pérdida de células T CD4+, característica principal de la infección. Sin 

embargo, no se sabe si la fusión tiene efectos sobre la expresión de receptores 

importantes para la fisiología de las células T en las células fusionadas o en las 

células vecinas que no se fusionan, pudiendo afectar su funcionalidad como 

células del sistema inmunitario.  

 

 

 

 

HIPÓTESIS 
 

La fusión celular mediada por las proteínas de la envoltura del VIH modifica la 

expresión de receptores de membrana en los sincicios y en las células vecinas. 

 

  
 
IV. OBJETIVOS 
 

1. Evaluar si la fusión celular es dependiente de la expresión de las proteínas 

de la envoltura del VIH. 

2. Determinar si hay cambios en el fenotipo de las células T fusionadas 

(sincicios) y no fusionadas, evaluando la expresión de moléculas de 

membrana tales como CD4, CD3, CD28, LFA-1, ICAM-1, CD25 y CXCR4. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 Líneas celulares 
 

 La línea celular Jurkat HXBc2 transfectada para expresar las proteínas 

de membrana gp120/gp41 del VIH, fue donada por el Dr. Joseph Sodroski 

(Harvard Medical School, Boston, Mass.), a través del AIDS Research and 

Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. Esta línea celular 

proviene de la transfección estable de células Jurkat E6-1 con dos plásmidos 

diferentes, el primero que contiene los genes env y rev de la cepa HXBc2 del 

VIH-1 acoplados al operador de tetraciclina y a una secuencia de resistencia a 

higromicina. El segundo cuenta con el activador VP16 de citomegalovirus unido 

a un represor dependiente de tetraciclina y a una secuencia de resistencia a 

geneticina (fig. 9). De esta manera, en ausencia de tetraciclina se induce la 

expresión del complejo protéico viral (8). La línea linfocítica Jurkat E6-1 fue 

donada por el Dr. Robin Weiss, a través del mismo programa. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 9. Estructura del sistema para la expresión inducible de las proteínas
gp20/gp41 del VIH. La proteína tTA está compuesta por el activador A y por el
represor de tetraciclina R. La unión de la proteína tTA al operador de tetraciclina
promueve la expresión de las glicoproteínas virales. Cuando el antibiótico se
encuentra presente, se une a la proteína tTA obstaculizando su unión al promotor e
inhibiendo la expresión del gen env.  
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5.2 Cultivo celular 
 
 Las células HXBc2 y E6 (denominadas en lo subsiguiente como Env+ y 

CD4+ respectivamente), se cultivan en suspensión en botellas T-75 con medio 

RPMI (Gibco BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado 

(Gibco BRL), penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 µg/ml (Gibco BRL). Las 

células Env+ también son cultivadas en presencia de 1 µg/ml de tetraciclina, 

200 µg/ml de higromicina y 200 µg/ml de geneticina. Ambos cultivos se 

mantienen a 37°C con 5% de CO2. 

 

 

5.3 Inducción de la expresión de proteínas de envoltura 
 
 En condiciones de esterilidad las células Env+ se colocan en tubos para 

centrífuga de 50 ml, se centrifugan 3 min a 1150 rpm para retirar el medio de 

cultivo y se lavan 2 veces con 40 ml de PBS (1 mM NaH2PO4, 5.6 mM 

Na2HPO4, 126 mM NaCl, pH 7.2) estéril con la finalidad de retirar la tetraciclina. 

Finalmente se resuspenden en medio de cultivo RPMI suplementado 

(1X106células/ml) adicionado con 200 µg/ml de geneticina y 200 µg/ml de 

higromicina. Se incuban a 37°C con 5% de CO2 durante el tiempo necesario, 

como máximo 3 días para la expresión de las proteínas gp120/gp41 del VIH. 

 

 

5.4 Tinción con colorantes fluorescentes vitales  
 
 Las células se marcan con los colorantes lipofílicos fluorescentes, DiO 

(perclorato de 3,3’-dioctadeciloxacarbocianina, Molecular Probes), fluorescente 

en color verde y DiI (perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametil-

indocarbocianina, Molecular Probes), fluorescente en color rojo (ver figura 8). 

Para su uso se preparan soluciones stock concentradas disolviendo 3.5 mg de 

colorante por ml de dimetil sulfóxido estéril. A partir de éstas se hacen 

diluciones 1:30 de DiO y 1:10 de DiI en el mismo disolvente. Estas diluciones 
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se utilizan para marcar directamente las células y permanecen útiles durante 4 

meses. Las soluciones stock son reemplazadas cada año. 

Doce horas previas al ensayo de fusión las células Env+ inducidas para 

expresar las proteínas virales y las células CD4+ se ajustan a una 

concentración de 5 a 15X106 células/ml de medio RPMI. A las células Env+ se 

les adiciona 15 µl/ml de DiO 1:30 (esta concentración aumenta de 2 a 3 

microlitros por cada semana sucesiva a la preparación de la dilución del 

colorante ya que la intensidad de la fluorescencia obtenida en las células 

marcadas va decayendo) y protegidas de la luz se incuban con agitación 

moderada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavan 2 veces con 

10 volúmenes de medio RPMI y se mantienen en cultivo en el mismo medio 

adicionado de los antibióticos geneticina e higromicina en las concentraciones 

ya mencionadas. 

 Las células CD4+ se marcan con el colorante DiI 1:10 a una 

concentración de 5 µl/ml siguiendo el mismo procedimiento que para las 

anteriores. Se puede usar la misma concentración de DiI durante 2 o 3 meses 

para marcar las células, ya que, a diferencia del DiO, su fluorescencia es 

estable durante este tiempo. En caso de que la fluorescencia roja decaiga de 

un experimento a otro, se puede incrementar en algunos microlitros la cantidad 

de DiI. 

 

 

5.5 Ensayo de fusión celular 
 
 Las células Env+ y CD4+ marcadas se resuspenden en medio de cultivo 

especial para linfocitos libre de suero (AIM-V, Gibco BRL), se ajustan a una 

concentración de 0.2X106 células/0.1ml. Para inducir la formación de sincicios, 

en una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan en cocultivo 100 µl por 

pozo de suspensión de células CD4+ y 100 µl de células Env+. Es importante 

que las suspensiones de células sean constantemente resuspendidas con 

micropipeta para que en cada pozo se mantenga una proporción igual de 

células blanco CD4+ y células Env+ (1:1). Asimismo, el conteo del número de 

células debe ser cuidadoso. La vigilancia de estos aspectos proporciona una 
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mayor reproducibilidad experimental, ya que el porcentaje de fusión se ve 

afectado por las proporciones iniciales de las células participantes. 

 La placa se incuba durante 2, 5 y 8 horas a 37°C en atmósfera de 5% de 

CO2. Se preparan tubos para citometría con 2 ml de PBS, las células se 

cosechan de cada pozo con ayuda de una micropipeta usando puntas para 1 

ml y se adicionan en el tubo correspondiente para lavarse una vez 

centrifugando 3 min, 1150 rpm. Se decanta el sobrenadante y se resuspende 

en 300 µl de buffer para citometría de flujo (FacsFlow, Becton Dickinson). 

 

 

5.6 Inmunofluorescencia directa 
 

 Para evaluar la expresión de moléculas de membrana importantes en la 

fisiología de las células T y en la infección por VIH, se cosechan células con 2, 

5 u 8 horas de cocultivo a partir de 2 pozos (aproximadamente 0.8X106células 

totales), se lavan en 2 ml de PBS 2 min, centrifugando a 1100 rpm, se 

resuspenden en 50 µl de buffer para inmunofluoresencia (PBS, 0.1% NaN3, 2% 

suero fetal bovino inactivado) y se les adiciona 16 µl (20 µl/1X106células) de 

alguno de los siguientes anticuerpos (BD Pharmingen): anti-CD4 (cat. 555348), 

anti-CD3 (cat. , anti-CD25 (cat. 555433), anti-CD54 (cat. 555512), anti-LFA-1 

(cat. 551131), anti-CD28 (cat. 555730), o anti-CXCR4 (cat. 555975) acoplados 

a PE-Cy5 (Cychrome), cuya fluorescencia es detectable en el canal FL3-H del 

citómetro de flujo. Se incuban en hielo durante 30 min y se elimina el 

anticuerpo no unido lavando con 2 ml de buffer de lavado (PBS, NaN3 al 0.1% ). 

Finalmente las células se resuspenden en 1 ml de solución amortiguadora para 

citometría de flujo (FACSFlow, Becton Dickinson). Los experimentos con 5 

horas de cocultivo se realizaron por lo menos dos veces de manera 

independiente. Los resultados de 2 y 8 horas de cocultivo se obtuvieron a partir 

de un experimento. 
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5.7 Análisis por citometría de flujo 
 

 Las células resuspendidas en buffer para FACS se analizan en un 

citómetro de flujo Becton-Dickinson modelo FACScalibur con lámpara de xenón 

de exitación a 488 nm, utilizando el programa Cell-Quest (Becton Dickinson). El 

análisis se realiza sobre 10,000 eventos adquiridos construyendo gráficas de 

puntos de granularidad contra tamaño o de fluorescencias. Con las gráficas de 

fluorescencia se pueden detectar tres poblaciones de células diferentes, las 

CD4+ (rojas) no fusionadas, las Env+ (verdes) no fusionadas y los sincicios 

como partículas de fluorescencia mixta. En las gráficas de granularidad contra 

tamaño se puede ver una población de células con un valor alto de 

granularidad. 

 Para detectar la unión de los anticuerpos acoplados a PE-Cy5 

(CyChrome), se determinaron regiones correspondientes para cada una de las 

3 poblaciones en las gráficas de fluorescencia, es decir, para las células 

doblemente fluorescentes y para las no fusionadas de cada tipo (verdes y 

rojas). Para cada región se construyeron histogramas de fluorescencia en FL3-

H y se determinó la intensidad media de fluorescencia (IMF). Es importante 

mencionar que se consideró la media geométrica por ser un parámetro 

adecuado para analizar distribuciones en escalas logarítmicas.   

 

5.8 Evaluación de la expresión de gp120 en células Env+ 

 

 La expresión de gp120 en las células Env+ se evaluó por 

inmunoprecipitación para asegurar que nuestro fenómeno de fusión es 

mediado por esta proteína de la envoltura del VIH. La inmunoprecipitación se 

efectuó utilizando un anticuerpo policlonal anti-gp120 (ABI, cat. 13204000) para 

capturar la proteína gp120 de lisados celulares, seguida de adsorción con 

sefarosa acoplada a proteína A (Sigma, cat. P-3391), como sigue: doce horas 

previas a la inmunoprecipitación se preparó la sefarosa-proteína A en un tubo 

Eppendorff agregando 500 µl de PBS frío, 30 µl de sefarosa-proteína A y 5 µl 

del anticuerpo policlonal. Se incubó por 12 horas en un agitador rotatorio a 4 

°C. 
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Células Env+ inducidas por 11, 24, 48 y 72 horas para expresar el complejo 

gp120/gp41 se lavaron 2 veces con PBS frío, posteriormente se ajustaron a 

20X106 en 1 ml de buffer para lisis (Tritón X100 al 1%, tris-Cl 50 mM pH 7.4, 

NaCl 300 mM, EDTA 5 mM, NaN3 0.02%) en tubos Eppendorff y se incubaron 

en hielo por 40 minutos agitando en un vortex cada 10 minutos a baja 

velocidad. Los tubos se centrifugaron 15 minutos a 14, 000 rpm y se recuperó 

el sobrenadante para inmunoprecipitar. 

La sefarosa-proteína A unida al anticuerpo se lavó 2 veces con 1 ml de buffer 

para lisis centrifugando a 14, 000 rpm durante 5 segundos. El volumen 

completo obtenido del lisado celular se agregó a la sefarosa, además de 10 µl 

de BSA al 10%. Se mantuvo en agitación constante a 4 °C durante 2 horas. 

Finalmente se lavó la sefarosa 4 veces en buffer de lavado (Tritón X100 al 

0.1%, tris-Cl 50 mM pH 7.4, NaCl 300 mM, EDTA 5 mM, NaN3 0.02%) y una 

vez más en PBS frío. Las sefarosa con el inmunoprecipitado se congeló a -20 

°C para ser analizado por Western Blot. 

 

 

5.9 Western Blot 
 
 La sefarosa con el inmunoprecipitado se descongeló y se le adicionaron 

60 µl de buffer para desnaturalizar la muestra, los tubos se pusieron a 

ebullición por 5 minutos y se cargaron 20 µl de muestra en geles de agarosa al 

7% para electroforesis. Los geles se corrieron a 90 V por 2 horas. 

Posteriormente los geles se transfirieron en membranas de nitrocelulosa (Bio-

rad) en una cámara de electrotransferencia semi-seca (Bio-rad) durante 1:10 

horas a 20V. Terminada la transferencia, la membrana se bloqueó con leche 

semi-descremada (Svelty) al 5% durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Para el revelado, la membrana se incubó con 3 ml de una dilución 1:10 del 

anticuerpo policlonal de conejo anti-gp120 dilución (el mismo usado para 

inmunoprecipitar) en buffer TN-T (Tris base, NaCl, Tween-20 al 10%) con leche 

semidescremada (Svelty) al 1% y 4% de BSA (Sigma) durante 1.5 horas. La 

membrana se lavó 4 veces con 10 ml del mismo buffer 5 minutos cada vez para 

retirar el anticuerpo no unido y se adicionó anti-IgG de conejo acoplado a 
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peroxidasa (BD Pharmingen, cat. 554021) diluído 1:3000 en el mismo buffer. El 

anticuerpo unido a las proteínas se reveló utilizando un kit quimioluminiscente 

de sustrato para peroxidasa para Western Blot, (Sigma, cat. CPS-1-60) con una 

proporción sustrato:buffer 1:5. 
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VI. RESULTADOS 
 
 
6.2 Caracterización de la fusión celular  
 
 6.2.1 Modelo para el estudio de la fusión celular 
 
 
 Para estudiar la fusión celular dependiente de las proteínas de la 

envoltura del VIH se utilizaron células linfocíticas de la línea Jurkat 

transfectadas establemente con el gen env de la cepa HXBc2 del VIH-1. En 

estas células, el gen env se encuentra en un plásmido bajo el control de un 

operador dependiente de tetraciclina (fig. 9). Asimismo expresan el represor de 

tetraciclina fusionado al dominio de activación del virus del herpes simple, de 

tal forma que la síntesis de las proteínas virales gp120/gp41 se induce 

únicamente removiendo este antibiótico del medio de cultivo. Éstas células se 

denominarán el lo sucesivo Env+. 

 La línea celular Jurkat E6-1 son linfocitos T CD4+, CXCR4+ 

(denominados en lo subsecuente CD4+) que al ser incubados en cocultivo con 

las células Jurkat transfectadas (Env+), son capaces de formar células gigantes 

multinucleadas o sincicios que pueden ser observados con microscopio de luz 

(Fig. 10).  
 

 
 

 

 
Figura 10. Fotografía por microscopía de luz de un cocultivo de 5 horas de células Env+

y CD4+. Se pueden distinguir sincicios con más de 8 núcleos. Fotografía: cortesía de la
QFB. Nayali López Balderas. 
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 El análisis cuantitativo de la fusión se llevó a cabo por citometría de flujo, 

marcando las células Env+ y CD4+ con colorantes fluorescentes en verde y rojo, 

respectivamente, de tal forma que después de ser cocultivadas, los sincicios se 

pueden distinguir de las células individuales no fusionadas por presentar las 

dos fluorescencias (verde y roja). Además, ésta población doblemente 

fluorescente se distribuye en la región de mayor granularidad, sugiriendo que 

por efecto de la fusión, la complejidad del citoplasma aumenta dependiendo del 

número de células incorporadas a los sincicios (figura 11).  

 

 

 a) b) 

 
 

 

 

 

 

  

Figura 11. Análisis por citometría de flujo de los cocultivos de células Env+ y CD4+, a)
Gráfica de fluorescencia. Se pueden distinguir la población de células verdes y rojas no
fusionadas de las células con fluorescencia mixta o sincicios. b) gráfica de granularidad
contra tamaño. Se puede observar que hay una población con mayor nivel de
granularidad y corresponde a la población doblemente fluorescente de la gráfica de
fluorescencia. 

 

 

 La separación física a través de citometría de flujo, según la 

fluorescencia de las células cocultivadas, permite el análisis individual de cada 

población. En un trabajo previo se llevó a cabo el análisis por microscopía de 

barrido tanto de las células fusionadas como de las no fusionadas (58). La 

figura 12 muestra células CD4+ (rojas) y sincicios (doble fluorescentes) 

separadas según su fluorescencia a partir de un cocultivo de 5 horas. El 

volumen de los sincicios calculado a partir de su diámetro, es cuatro veces 
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mayor que el volumen de las células no fusionadas. Esta diferencia en tamaño, 

así como su fluorescencia mixta, sugiere que efectivamente los sincicios son 

producto de la fusión entre células CD4+ y Env+.  

 

 

 
a) b)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Microscopía de barrido de células separadas por citometría de flujo a partir
de un cocultivo de 5 horas según su fluorescencia, verde, roja o mixta. a) células que
presentaban fluorescencia roja y que corresponden a la fracción de células CD4+ no
fusionadas. b) células con fluorescencia mixta (verde y roja) y que se distinguen de las
células CD4+ por tener mayor tamaño. 
 

 
 
6.2.2 Dependencia de la fusión celular de las proteínas de la envoltura del 
VIH 
 

 Para evaluar la participación de los receptores típicos del proceso de 

infección por el VIH en nuestro modelo de fusión celular, primero se determinó 

la expresión del complejo gp120/gp41 en las células Env+ a través de ensayos 

de inmunoprecipitación. Con este propósito se utilizaron lisados celulares 

provenientes de células Env+, incubadas en ausencia de tetraciclina durante 

11, 21, 48 y 72 horas para inducir la expresión de las proteínas virales. Los 

lisados se inmunoprecipitaron con un anticuerpo policlonal anti-gp120 y los 
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complejos se analizaron por Western Blot. La figura 13 confirma que las células 

Env+ sintetizan la proteína viral gp120 y la cantidad es dependiente del tiempo 

de inducción.   
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Figura 13. Western blot de un inmunoprecipitado obtenido con un anticuerpo policlonal
anti-gp120 a partir de 20x106 células Env+ inducidas durante 11, 21, 48 y 72 horas
(Env+) y no inducidas (Env-) para expresar el complejo viral gp120/gp41. Como control
positivo se muestra la proteína gp120 pura adicionada al imnunoprecipitado de células
Env- y como control negativo  un inmunoprecipitado de células CD4+ no transfectadas. 

 

 

 Para evaluar si el nivel de expresión de gp120 se relaciona con la 

capacidad de las células para fusionarse, las células CD4+ se cocultivaron con 

células Env+ inducidas durante 11, 21, 48 y 72 horas. Después de 5 horas de 

incubación, se obtuvo un 2.5% de fusión en los cocultivos con células Env+ 

inducidas durante 11 horas. Las células inducidas por más de 21 horas 

produjeron como máximo un 13% de fusión (fig. 14), a pesar de que la síntesis 

de gp120 se mantiene en aumento. Estos resultados sugieren que las células 

Env+ requieren una cantidad umbral de proteínas virales para producir un nivel 

máximo de fusión y ésta se alcanza después de 11 horas de inducción. Por 

otro lado, existe la posibilidad de que sólo una pequeña población de células 

Env+ exprese las proteínas virales en cantidad suficiente para fusionar células 

CD4+, de ahí que se obtenga como máximo un 13% de fusión.  
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a) b) 

 

   

d) c) 

 

 

 

Figura 14. Porcentaje de fusión obtenida con células Env+ inducidas para expresar el
complejo Env durante a)11, b) 21, c)48 y d)72 horas y células CD4+.  

 

 Datos obtenidos en el laboratorio muestran que anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra las proteínas virales gp120 y gp41, con una 

reconocida capacidad neutralizante para una amplia variedad de aislados 

virales, (anticuerpos 2G12, F105 y 2F5), tienen la capacidad de inhibir hasta un 

80% de la fusión total (34). Ver anexo 1. 

 Estas observaciones, en conjunto con los resultados de la 

inmunoprecipitación mostrados arriba, indican que la fusión entre las células 

Env+ y CD4+ es dependiente de las proteínas virales gp120 y gp41. 

 

 
6.2.3 Dependencia de la fusión de los receptores CD4 y CXCR4 
 

 El mecanismo de fusión de membranas inducida por las proteínas de 

fusión del VIH, además de ser dependiente del receptor CD4, requiere la 
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presencia de un correceptor, tanto en la fusión virus-célula como en la fusión 

célula-célula (1). Los correceptores más importantes en este proceso son los 

receptores para quimiocinas CXCR4 y CCR5 (44). Datos experimentales 

obtenidos previamente en el laboratorio, demuestran que la fusión de las 

células Env+ y CD4+ depende de estos receptores (58). La figura 15 muestra 

que un anticuerpo anti-CD4 inhibe el 98% de la fusión total, mientras que los 

anticuerpos anti-CXCR4,  A145 y 12G5 inhiben como máximo el 37% de fusión. 

Estos resultados indican que la interacción gp120-CD4 es esencial para la 

formación de sincicios, mientras que la interacción gp120-CXCR4 es 

parcialmente necesaria.   

 

 

 
 

 
 
 
 

Figura 15. Efecto de un anticuerpo anti-CD4 y de los anticuerpos 12G5 y A145 (anti-
CXCR4) sobre la fusión celular. 

 
 
6.3. Consecuencias de la fusión celular sobre la expresión de moléculas 
de superficie en linfocitos T 
 
 El estudio de la fusión celular en la infección por el VIH se ha llevado a 

cabo con el propósito de determinar si es un proceso que contribuye a la 

pérdida de células T CD4+. Como se menciona en la introducción, estudios 
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clínicos indican que la aparición de virus inductores de sincicios en el 50% de 

los pacientes infectados, así como la presencia de células gigantes 

multinucleadas en sistema nervioso central y ganglios linfáticos se correlaciona 

con la acelerada progresión a SIDA (1, 27, 55). Asimismo estudios in vitro 

muestran que la principal causa de muerte de linfocitos T está asociada a la 

formación de sincicios que mueren por apoptosis en un tiempo promedio de 72 

horas (67). 

  Hasta ahora se tiene un conocimiento limitado acerca de los cambios 

que ocurren en las células que se fusionan y su posible influencia sobre las 

células vecinas. Por esta razón y para entender mejor las consecuencias de la 

fusión en la fisiología de las células T, así como su efecto sobre las células 

vecinas, se evaluó la expresión de receptores de membrana importantes en la 

funcionalidad de los linfocitos T a través de inmunofluorescencia directa. En la 

tabla 1 se presentan los receptores estudiados en el presente trabajo.  

 

 Tabla 1. Receptores evaluados por ser representativos en la función inmunológica de
los linfocitos T, además de su importancia en la infección por el VIH.  

 

RECEPTOR FUNCIÓN 

 
CD4 

Unión a las moléculas HLA de las células presentadoras de antígeno. Señalización 

para activar a la célula T. Receptor primario del VIH 

CD3 Transducción de señales durante reconocimiento antigénico 

 
CD28 

Receptor de coestimulación que mantiene la activación del linfocito T. Se une a CD80 

y CD86.  

CD25 Cadena de alta afinidad del receptor para IL-2. Marcador de activación 

 
LFA-1 

Molécula de adhesión. Estabiliza la interacción linfocito T- CPA*. Induce rearreglos en 

el citoesqueleto. Aumenta infectividad del VIH. Ligando de ICAM-1. 

 
ICAM-1 

Molécula de adhesión. Por unión a su ligando aumenta infectividad del VIH. Ligando de 

LFA-1. 

 
CXCR4 

Receptor de quimiocinas importantes en la distribución anatómica de leucocitos. 

Receptor para SDF-1. Es correceptor del VIH 

 

 
*CPA: Célula Presentadora de Antígeno 

 
Con éste propósito se utilizaron anticuerpos monoclonales acoplados a un 

fluorocromo (CyChrome), cuya fluorescencia es detectada por el canal FL3-H 

del citómetro de flujo. De esta manera, se determinaron regiones adecuadas 
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para cada una de las 3 poblaciones en las gráficas de fluorescencia (fig. 16a) y 

se construyeron histogramas para evaluar la intensidad de fluorescencia 

correspondiente a cada población (células CD4+ y Env+ no fusionadas y 

sincicios). En los resultados posteriores se reporta la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) que corresponde a la cantidad máxima de anticuerpo unido 

por célula, y el porcentaje de células que unen el anticuerpo.  

 
 
6.3.1 Expresión de CD4  
 
 CD4 es una molécula coestimuladora que favorece la transducción de 

señales tempranas durante la activación mediada por el receptor de las células 

T (TCR). En ausencia de CD4, la activación celular es ineficiente, 

principalmente cuando la concentración de antígeno es baja o cuando las 

células requieren de mayor tiempo de estimulación, como sucede con las 

células T vírgenes (75). Durante la infección por VIH, CD4 es el receptor 

primario del virus, reconocido por la glicoproteína viral gp120.  

 El efecto de la fusión celular sobre la expresión de CD4 se evaluó en 

cocultivos de células Env+ y CD4+ incubados durante 5 horas. En la figura 16b 

se muestra la expresión basal de éste receptor en células no cocultivadas. El 

86.1% de las células CD4+ expresan el receptor con una IMF=28. Las células 

Env+ no expresan en su membrana el receptor, lo que coincide con lo reportado 

para las células infectadas por el VIH (14). Después del cocultivo, las células 

CD4+ no fusionadas presentaron una reducción en el nivel de expresión del 

CD4 (IMF=9.1) en comparación con las células no cocultivadas (IMF=28), 

asimismo, el porcentaje de células que lo expresaban disminuyó del 86.1% al 

57.4%. Estos resultados sugieren que las células con mayor expresión de CD4 

fueron incorporadas a los sincicios, o bien, que el receptor fue internalizado. 

Las células Env+ no fusionadas se mantuvieron sin manifestar la expresión de 

éste receptor. Finalmente, solo un 40% de los sincicios mostraron expresión del 

CD4 con una IMF=10.5, a pesar de ser producto de la fusión entre membranas 

que lo expresaban en mayor cantidad (fig. 16c). Estos resultados sugieren que 

la fusión de células que expresan las proteínas virales con células CD4+ reduce 

la expresión del receptor CD4.  
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 b) 

                 

      Expresión basal   
             (control) a) 

CD4 

 

           

c) Expresión en células 
cocultivadas durante 5 horas 

d)    Expresión en células CD4+  
      cocultivadas vs control  

 

  

 
 
 
 
 
 

Figura 16. Expresión de CD4 en monocultivos y cocultivos de células Env+ y CD4+. a)
Los colorantes fluorescentes permiten distinguir las 3 poblaciones de células del
cocultivo. Se pueden seleccionar cada una de las poblaciones y analizar de manera
independiente según su fluorescencia debida al anticuerpo anti-CD4/Cychrome
detectable en FL3-H. b) Histogramas de fluorescencia para determinar la expresión de
CD4, en monocultivos de células Env+ y CD4+. C) Expresión de CD4 en las células
Env+, CD4+ y sincicios después de 5 horas de cocultivo. d) Análisis de la expresión del
receptor en células CD4+ antes (s/coc) y después del cocultivo (Coc). Se reporta la
intensidad media de fluorescencia (media geométrica). El histograma en color rosa
corresponde al control de isotipo. Los datos reportados son representativos de dos
experimentos independientes. 

 
 
6.3.2 Expresión de CXCR4 
 

 Dentro de la fisiología normal de las células T se encuentra su respuesta 

frente a factores quimiotácticos que regulan su tráfico a través de tejidos 

linfoides periféricos y su migración hacia zonas de inflamación. Hasta ahora se 
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han identificado 16 receptores diferentes para quimiocinas presentes en 

diferentes poblaciones de leucocitos. CXCR4 y CCR5 son receptores para 

quimiocinas expresados por los linfocitos T que además de ser importantes 

para su función, son utilizados como correceptor por el VIH. Particularmente, 

CXCR4 es el correceptor más frecuentemente usado por virus inductores de 

sincicios en cultivos de líneas de células T y linfocitos T de sangre periférica 

(77). 

 En la figura 17a se puede observar que CXCR4 se expresa en un 

porcentaje mayor de células Env+ (75%) que de células CD4+ (60%).  

 Para determinar el efecto de la fusión celular sobre la expresión de 

CXCR4, los cocultivos de células Env+ y CD4+ se evaluaron en diferentes 

tiempos de incubación. La gráfica de barras de la figura 17d compara el nivel 

de expresión del correceptor (IMF) de cada población celular en los diferentes 

tiempos de cocultivo. La expresión de CXCR4 en las células Env+ no 

fusionadas se redujo con respecto al tiempo, hasta un 40% a las 8 horas de 

cocultivo (IMF=76.3 a las 2 horas e IMF=45.3 a las 8 horas de cocultivo), 

asimismo disminuyó el porcentaje de células que lo expresaban de un 82.3% a 

las 2 horas a un 53.3% a las 8 horas de cocultivo. En las células CD4+ se 

observó una pequeña reducción en el porcentaje de células CXCR4+, así como 

en la intensidad de fluorescencia, hasta las 8 horas de cocultivo (fig. 17b y 

17d). El análisis de los sincicios muestra que la cantidad de CXCR4 en su 

membrana es considerablemente mayor con respecto a las células individuales 

(IMF=138.9 a las 2 horas). Sin embargo, conforme avanzó el tiempo de 

incubación, la expresión del correceptor se hizo heterogénea, de tal forma que 

la cantidad de sincicios positivos para éste receptor disminuyó de un 48.8% a 

un 19.1% después de 8 horas de cocultivo (fig. 17c).   

 Estos resultados sugieren que el aumento inicial en el número de 

receptores presentes en la membrana de los sincicios puede ser producto de la 

suma de las moléculas provenientes de las células individuales, sin embargo, 

es posible que exista una dinámica de reciclamiento de CXCR4 en las células 

multinucleadas y en las Env+.   
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a)                                                     b) 

 

Expresión en células Env+ y CD4+  
      cocultivadas vs control 

      Expresión basal   
             (control) 

c) 

 

Expresión en células cocultivadas durante 2, 5 u 8 horas 

 
d) 

 
 

 

 
 
 
 

Figura 17. Expresión de CXCR4 en monocultivos (s/coc) y cocultivos. a) Expresión del
correceptor en células Env+ y CD4+ no cocultivadas. b) Cinética de expresión de
CXCR4 a 2, 5 y 8 horas de cocultivo y porcentaje de células Env+ y CD4+. Se compara
con la expresión en las células no cocultivadas. c) Expresión de CXCR4 en las tres
poblaciones de células de cocultivos de 2, 5 y 8 horas. d) Gráfica de barras que
compara las IMF de cada población celular. Los datos reportados a las 5 horas son
representativos de tres experimentos independientes, los resultados a dos y cinco
horas corresponden a un experimento. 
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6.3.3 Expresión de ICAM Y LFA-1 
 
 La eficiencia de la fusión celular mediada por las proteínas de la 

envoltura del VIH se incrementa por la participación de moléculas propias del 

hospedero. Se ha observado que moléculas de adhesión como ICAM-1 y LFA-

1 aumentan la estabilidad de la interacción primaria gp120-CD4 y con ello la 

eficiencia del proceso de fusión (6, 70). Estas moléculas también son 

elementos importantes durante el establecimiento de la respuesta inmune 

adaptativa, ya que estabilizan la interacción entre el linfocito T y la célula 

presentadora de antígeno que induce la activación y diferenciación celular.  

LFA-1 es expresada de manera constitutiva en linfocitos T, mientras que ICAM-

1 es una molécula inducible bajo condiciones de activación celular. La figura 18 

muestra que el 42.3% células Env+ y el 92.4 % de células CD4+ expresan LFA-

1. 

 

 

Expresión basal   (control) 

 
 
 
 

Figura 18. Expresión normal de LFA-1 e ICAM-1 en células Env+ y CD4+ no
cocultivadas. Los datos reportados son representativos de dos experimentos
independientes.  
 

 

 En los cocultivos de 2 y 5 horas, el porcentaje de células positivas para 

LFA-1, así como sus niveles de expresión se mantuvieron constantes (fig. 19a 

y 19b). Con respecto a los sincicios, es interesante observar que presentaron 

una mayor intensidad de fluorescencia que las células individuales, indicando la 

expresión de un mayor número de receptores (fig 19b). Esto sugiere que la 

expresión de LFA-1 en los sincicios representa la suma de receptores de las 

células individuales que se fusionaron, o bien, la regulación positiva de ésta 
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molécula de adhesión por efecto de la fusión celular. Asimismo, sugieren que 

los sincicios mantienen propiedades de adhesión a células presentadoras de 

antígeno iguales o mayores a las de las células T individuales. 

 
 

 

 

Expresión en células  
cocultivadas durante 5 horas 

Expresión de LFA-1 en células Env+ y CD4+ 
cocultivadas vs control 

a) 

 
  
 

 

b) 

 
 
 

 

 

 

 

Figura 19. Expresión de LFA-1. a) Expresión de LFA-1 en células Env+ y CD4+

cocultivadas durante 2 y 5 horas con respecto a los controles de células no
cocultivadas y expresión en las tres poblaciones de un cocultivo de 5 horas. b) Gráfica
de intensidad media de fluorescencia que indica el nivel de expresión de LFA-1 en las
3 poblaciones de células presentes en cocultivos de 2 y 5 horas. Los datos reportados
con 5 horas de cocultivo son representativos de dos experimentos independientes, los
resultados con dos horas de cocultivo son de un experimento. 

 

 Como ya se mencionó, ICAM-1 es una molécula de adhesión que se 

expresa durante la activación celular, sin embargo, el 49.7% de las células 

Env+ la expresan con una IMF=18. Esto sugiere que la expresión de las 
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proteínas gp120/gp41 incide a su vez en la expresión de ICAM-1 (fig. 18). Es 

interesante notar que la expresión de LFA-1 en las células CD4 y de su ligando, 

ICAM-1 en las células Env+, es congruente con el establecimiento de uniones 

estrechas entre las membranas de ambas células que favorecen la interacción 

entre los receptores específicos y posteriormente a la fusión. 

 La figura 20a muestra una gráfica de fluorescencia de las tres 

poblaciones de un cocultivo de 5 horas. Se puede apreciar que ICAM-1 es 

expresado únicamente por las células Env+ que permanecen sin fusionarse y 

no modificaron el número de moléculas expresadas por efecto del tiempo de 

cocultivo (IMF=18.1). Esto sugiere que el ICAM-1 de la membrana de los 

sincicios fue internalizado como consecuencia de la fusión celular.  

 
 

 

a) 

 
 b) 
 

 

Expresión en células cocultivadas durante 2 y 5 horas 

 
 
 
 
 

Figura 20. Expresión de ICAM-1. a) Gráfica de puntos que muestra la expresión de
ICAM-1 en las tres poblaciones celulares de un cocultivo de 5 horas. b) Histogramas
que evalúan la expresión de ICAM-1 en las 3 poblaciones de células de los cocultivos
de 2 y 5 horas. Los datos reportados son representativos de dos experimentos
independientes. 
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6.3.4 Expresión de CD3 Y CD28 
 
 CD3 es una molécula de importancia en la activación mediada por el 

TCR, ya que transduce señales a través de la fosforilación de secuencias ITAM 

(motivos de activación del inmunoreceptor basados en tirosina). Estudios 

realizados sobre la expresión de CD3 en la membrana de células activadas, 

han revelado que una vez que el TCR se une al complejo MHC-Antígeno y se 

incorpora a la sinapsis inmunológica, CD3 se internaliza para asegurar que 

nuevas moléculas del mismo tipo se unan al complejo y amplifiquen la señal de 

activación (40). Otra molécula importante que mantiene el estado de activación 

de las células es CD28. La expresión de este correceptor es esencial para la 

sobrevivencia de las células activadas, ya que previene la anergia e induce la 

expresión de moléculas anti-apoptóticas, así como de citocinas como IL-2 que 

aumentan la respuesta celular. Estudios in vitro sobre la funcionalidad de las 

células T provenientes de pacientes infectados por VIH que presentan 

variantes virales inductoras de sincicios, han mostrado que tienen una gran 

deficiencia para responder frente a estímulos antigénicos. Considerando estos 

antecedentes, nos preguntamos si la expresión de CD3 y CD28 podría estar 

alterada por efecto de la fusión celular.   

 Las células Env+ y CD4+ sin cocultivar expresan constitutivamente los 

receptores CD3 y CD28 (fig. 21).  

 
 Expresión basal  (control) 

 
 

Figura 21. Expresión normal de CD3 y CD28 en células Env+ y CD4+ sin cocultivar. Los
datos reportados son representativos de dos experimentos independientes.  
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 Las figuras 22b y 23b muestran que la expresión de CD3 y CD28 en las 

células Env+ y CD4+ no fusionadas permanece constante después de 5 horas 

de cocultivo. En los sincicios, estos receptores se detectaron con una IMF 

incrementada hasta un 60% con respecto a las células no fusionadas. Aunque 

no estudiamos la respuesta de los sincicios frente a estímulos de activación, la 

presencia de los receptores necesarios sugiere que mantienen la capacidad 

para activarse.  

 

 
 

 

Expresión en células  
cocultivadas durante 5 horas 

Expresión en células Env+ y CD4+  
      cocultivadas vs control a) 

 

 

 

b) 
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Figura 22. Expresión de CD3. a) Expresión de CD3 en células Env+ y CD4+ no
fusionadas, cocultivadas durante 2, 5 y 8 horas. Se comparan con los controles de
células no cocultivadas. También se muestra la expresión de CD3 en las 3 poblaciones
de un cocultivo de 5 horas. b) Gráfica de MFI correspondientes a las 3 poblaciones de
células presentes en cocultivos de 2, 5 y 8 horas. Los datos reportados con 5 horas de
cocultivo son representativos de tres experimentos independientes, los resultados con
2 y 8 horas de cocultivo son de un experimento. 



 
Expresión en células  

cocultivadas durante 5 horas 
a)  

 

Expresión en células Env+ y CD4+ 
cocultivadas vs control 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Expresión de CD28. Expresión de CD28 en células Env+ y CD4+ no
fusionadas, cocultivadas durante 2 y 5 horas. Se comparan con los controles de
células no cocultivadas. También se muestra la expresión de CD28 en las 3
poblaciones de un cocultivo de 5 horas.  b) Gráfica de MFI correspondientes a las 3
poblaciones de células presentes en cocultivos de 2 y 5 horas. Los datos reportados
con 5 horas de cocultivo son representativos de dos experimentos independientes, los
resultados con dos horas de cocultivo son de un  experimento. 
 

 
 
6.3.5 Expresión del receptor para IL-2 (CD25) 
 

 Uno de los receptores más importantes en la fisiología de las células T 

es el receptor para la interleucina 2 (IL-2R ó CD25) dado que participa en el 

desarrollo y diferenciación celular. Está compuesto por dos cadenas IL-2Rβ e 
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IL-2Rγ, que se expresan de manera constitutiva y de una tercera (IL-2Rα) que 

sólo se expresa bajo condiciones de activación. En este estudio se consideró 

importante evaluar la presencia de la cadena alfa del receptor para la 

interleucina 2 como indicador del estado de activación de las células en 

cocultivo.  

 Para tener un control de expresión del IL-2R, células Jurkat CD4+ fueron 

estímuladas con fitohemaglutinina (PHA) durante 6 horas para evaluar su 

capacidad para expresar el receptor. La figura 24 muestra que después de 6 

horas de incubación con PHA, un 52% de las células expresan la cadena alfa 

del receptor para IL-2.  

 

 
 

 
 

 

 

Figura 24. Expresión de IL-2R en células CD4+ activadas durante 6 horas con PHA.
Resultado representativo de dos determinaciones. 

 

 

 Si la fusión celular influyera sobre el estado de activación celular, 

posiblemente la fusión mediada por las proteínas de la envoltura del VIH sería 

más eficiente debido a la expresión de moléculas de adhesión en su estado 

activo que aumentan los contactos intercelulares. La inmunofluorescencia para 

evaluar el receptor para IL-2 indica que la expresión es nula en las 3 

poblaciones de células después de 8 horas de cocultivo (fig. 25). Por lo tanto, la 

fusión mediada por las proteínas de la envoltura del VIH no modifica el estado 

de activación de los sincicios o de las células vecinas no fusionadas.  
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Expresión en células  
cocultivadas durante 8 horas 

a) b)
Expresión basal  (control) 

 

 

 

Figura 25. Expresión de IL-2R. a) Expresión de IL-2R en células Env+ y CD4+ no
cocultivadas. b) expresión en células cocultivadas durante 8 horas. Los datos
reportados son representativos de dos experimentos independientes. 

 

 

 La siguiente tabla es un resumen de los resultados mostrados acerca de 

las consecuencias de la fusión celular sobre la expresión de receptores 

importantes para la funcionalidad de las células T. 

 

 
 

 
Tabla 2. Resumen de la expresión de receptores en las tres poblaciones celulares
presentes en los cocultivos de células Env+ y CD4+. 

       RECEPTOR*     

Célula CD4 CD3 CD28 CD25 LFA-1 ICAM-1 CXCR4 

 
CD4+ 

 

 

<< 

 

Cte. 

 

Cte. 

 

- 

 

Cte. 

 

- 

 

Cte. 

 
Env+ 

 

- 

 

Cte. 

 

Cte. 

 

- 

 

Cte. 

 

Cte. 

 

<< 
 

Sincicios 

 

 
<< 

 
>> 

 
>> 

 
- 

 
>> 

 
- 

 
<< 

 

 

 

 
 

 *Expresión del receptor correspondiente después de 5 horas de cocultivo comparado con células
no cocultivadas. 
<<: disminución del número de receptores en la membrana plasmática después del cocultivo. 
-: falta de expresión 
>>: aumento en el número de receptores en la membrana plasmática. 
Cte: expresión del constante del receptor antes y después del cocultivo. 
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VII. DISCUSIÓN  
 
 
 La fusión celular es un evento que ocurre en múltiples procesos 

biológicos y los cambios que produce en la fisiología celular generalmente son 

notables (4, 48). Sin embargo, las consecuencias no siempre son favorables 

para la sobrevivencia de las células fusionadas e incluso podría tener un efecto 

negativo sobre las células circundantes no fusionadas (22), principalmente en 

la fusión mediada por proteínas virales (9). 

 A lo largo de la infección por el VIH la fusión celular es un proceso 

que se encuentra activo (49). En muestras de tejido linfoide de pacientes 

infectados se han detectado células gigantes multinucleadas en las que existe 

una replicación viral constante (27). También se han encontrado sincicios en 

SNC de pacientes que presentaban síntomas de demencia asociada a SIDA 

cuya presencia se asocia a la destrucción del tejido adyacente (50). Estos 

hallazgos nos han llevado a preguntarnos a cerca del papel que desempeñan 

las células multinucleadas y su importancia para la patogénesis del SIDA.  

Hasta ahora existen algunos estudios in vitro con linfocitos T infectados que 

indican que la fusión contribuye de manera importante a la muerte celular (67). 

Aunque se ha determinado que los sincicios sufren muerte por apoptosis, aún 

se desconocen los cambios que produce la fusión en la fisiología celular y las 

consecuencias para su entorno. 

 Para responder a esta pregunta, como un primer acercamiento, se 

evaluó la expresión de receptores de membrana importantes en la fisiología de 

las células T y en la infección por el VIH (CD4, CXCR4, CD3, CD28, LFA-1, 

ICAM-1 e IL-2R). Con este fin se recurrió a un modelo que permite hacer un 

análisis cuantitativo de la fusión celular por citometría de flujo. Este utiliza una 

línea celular transfectada que expresa las proteínas de la envoltura del VIH y 

una linea celular CD4+. Las células en cocultivo mimetizan los eventos de 

fusión que ocurren a nivel molecular con células infectadas por el VIH (fig. 13-

15).  
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7.1 Expresión de CD4 
 

 El receptor CD4 es importante para la activación de células T por 

el papel que desempeña en la fosforilación de secuencias tipo ITAM, presentes 

en el complejo CD3-TCR. Esta molécula es además el receptor primario para el 

VIH, cuya interacción con la proteína de la envoltura viral gp120, inicia los 

cambios conformacionales que producen la fusión de las membranas celular y 

viral. Esta interacción ha sido motivo de estudio debido a las alteraciones 

biológicas producidas en las células involucradas. (12, 24). Se ha reportado 

que la síntesis de gp120 por la célula infectada afecta la expresión normal de 

CD4 debido a que el precursor de gp120 (gp160) se une con el CD4 a nivel de 

retículo endoplásmico, formando un complejo que impide la expresión de 

ambos receptores en la membrana plasmática (14). También se ha observado 

que la gp120 puede ser liberada de la membrana en forma soluble y reaccionar 

con el CD4 de células vecinas, promoviendo su internalización (72).  

 Los resultados obtenidos en nuestros experimentos para evaluar el 

efecto de la fusión celular sobre la expresión de CD4, muestran que las células 

que expresan el complejo viral gp120/gp41 (Env+ y sincicios), presentan niveles 

reducidos o nulos de CD4 en su membrana. Esta observación es compatible 

con la falta de expresión de CD4 en las células infectadas (14). Es interesante 

considerar que la cantidad de CD4 presente en la membrana de los sincicios, 

está reducida con respecto a los niveles observados en las células individuales. 

Este resultado sugiere que si la gp120 existe en su forma soluble en el medio 

de cocultivo (no determinado en el presente trabajo), podría unirse al receptor 

CD4 de la membrana sincicial, bloqueando la unión del anticuerpo anti-CD4 

afectando su detección, o bien, induciendo su internalización.  

Con respecto a las células CD4+ no fusionadas, se observó que después de 5 

horas de cocultivo, la intensidad media de fluorescencia disminuyó alrededor 

de un 67% con respecto a las células no cocultivadas (fig. 16). Este resultado 

sugiere de nuevo, que la gp120 soluble, podría estar afectando la detección del 

CD4 de las células blanco libres. Sin embargo, es posible que las células no 

fusionadas sean aquellas cuya cantidad de CD4 haya sido insuficiente para 

promover la fusión, ya que la concentración de receptores que median la fusión 

de membranas es importante y se debe alcanzar un umbral que favorezca la 
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formación de complejos multimoleculares necesarios para que el proceso de 

fusión se lleve a cabo. Si este resultado fuera producto de la selección celular 

por parte de los sincicios y si además ocurriera en los individuos infectados, las 

consecuencias para el sistema inmunológico serían desfavorables, ya que las 

células disponibles no tendrían una buena capacidad para responder frente a 

estímulos antigénicos.  

 

 

7.2 Expresión de CXCR4 
 

 El receptor CXCR4 es importante para la quimiotáxis y la 

distribución anatómica de los linfocitos T. Además, esta molécula sirve como 

correceptor para el VIH. En nuestro modelo de estudio hemos encontrado que 

CXCR4 se expresa tanto en las células Env+ como en las CD4+ y participa en el 

proceso de fusión celular (fig. 17). 

 El análisis del efecto de la fusión sobre el fenotipo de las células 

participantes, muestra que las células Env+ disminuyen la expresión de CXCR4 

con respecto al tiempo de cocultivo, mientras que las células CD4+ no muestran 

alteración importante. Esto podría deberse a la selección de las células Env+ 

con mayor expresión de CXCR4 durante la formación de sincicios. También es 

posible que la unión de gp120 soluble con el correceptor induzca su 

internalización. Se sabe que la unión de CXCR4 a su ligando endógeno (SDF-

1) induce su reciclamiento (26).  

 Los sincicios formados a las 2 horas de cocultivo mostraron una 

cantidad elevada de CXCR4 en su membrana (IMF=139), probablemente como 

producto de la suma de los receptores provenientes de las células individuales. 

Sin embargo, el número de células multinucleadas positivas para este receptor 

disminuyó en cocultivos de más de 5 horas de incubación. Es importante notar 

que la reducción de CXCR4 se presentó exclusivamente en células que 

sintetizan gp120, lo que puede sugerir que hay interacciones a nivel intracelular 

que internalizan el receptor o bien, a nivel de membrana entre gp120 y CXCR4 

que induzcan su internalización o como ya se mencionó, que impidan la unión 

del anticuerpo para su detección. 
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7.3 EXPRESIÓN DE LFA-1 E ICAM-1 
 

 Las moléculas de adhesión tienen un papel importante durante la 

respuesta inmune por favorecer la extravasación celular y la interacción entre 

linfocitos y células presentadoras de antígeno. Además, se ha encontrado que 

algunas moléculas como LFA-1 y su ligando ICAM-1 participan en el proceso 

de infección por el VIH (6). Aunque LFA-1 se expresa de manera constitutiva, 

solo bajo condiciones de activación adquiere la conformación adecuada para 

unirse a su ligando (70). En cambio, ICAM-1 es una molécula inducible.  

 En el análisis de las células que participan en la fusión en cuanto a 

su expresión de LFA-1, encontramos que los niveles se mantuvieron 

constantes hasta las 5 horas de cocultivo. Los sincicios presentaron una 

cantidad elevada de esta molécula en su membrana. Existen reportes que 

muestran que la eficiencia de la infección por el VIH aumenta de manera 

importante cuando los viriones llevan en su membrana ICAM-1 por aumentar la 

estabilidad en la unión con la célula blanco. Es muy probable que en la fusión 

célula-célula, las interacciones entre estas dos moléculas mejore el proceso de 

fusión. De esta manera podemos sugerir que los sincicios por tener una 

cantidad elevada de LFA-1 tienen mayor capacidad para fusionar células que 

expresan su ligando.  

 De manera interesante encontramos que alrededor del 50% de las 

células Env+, a diferencia de las CD4+, aunque provienen de la misma línea 

celular, expresan la molécula ICAM-1. Es posible que la expresión del gen viral 

afecte la transcripción normal en la célula, lo cual es importante estudiar, ya 

que podría estar afectando otros procesos biológicos normales no 

contemplados al utilizar esta línea celular como modelo de estudio.  

 La expresión de ICAM-1 se mantuvo constante en las células 

CD4+ y Env+ libres, no fusionadas. Sin embargo, en los sincicios no fue posible 

detectar esta molécula. Esto sugiere nuevamente, que pueden estar ocurriendo 

procesos de internalización de receptores como consecuencia de la fusión 

celular.  
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7.4 EXPRESIÓN DE CD3 Y CD28 
 
 Los receptores CD3 y CD28 son importantes en la transducción de 

señales para la activación y sobrevivencia celular. Al evaluar si la fusión afecta 

la expresión de estos receptores, encontramos que en las células libres no 

fusionadas, Env+ y CD4+, no hubo cambios con respecto a las células no 

cocultivadas. Sin embargo en los sincicios encontramos niveles elevados de 

ambos receptores. Esto sugiere que los sincicios podrían mantener su 

capacidad para activarse frente a estímulos antigénicos. Una pregunta 

intrigante que surge con este resultado es si al fusionarse células con TCR’s de 

diferente especificidad, ¿podrían hacer del sincicio una célula multi-específica? 

Esto podría ser importante para el sistema inmune, ya sea para aumentar su 

capacidad de respuesta frente a antígenos, disminuyendo el estado de 

inmunodeficiencia observada en los individuos infectados o contribuyendo a la 

activación crónica que al final resulta desfavorable por disminuir la reserva 

celular debido al recambio constante para reponer las células inmunes de los 

compartimentos periféricos (ganglios, bazo, etc.)(21). 

 

 

7.5 Expresión de IL-2R 
 

 La expresión de la cadena alfa del receptor para la interleucina 2 

es un marcador de activación celular. Para determinar si la fusión favorece la 

adquisición de un fenotipo de activación en las células participantes, evaluamos 

la expresión de éste receptor. Nuestros resultados muestran que después de 8 

horas de cocultivo no hay expresión de IL-2R en ninguna de las 3 poblaciones 

celulares presentes en los cocultivos. Por lo tanto, la fusión celular no induce la 

expresión de IL-2R. Esto no descarta la posibilidad de que los sincicios tengan 

la capacidad de activarse frente a un estímulo adecuado.  
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7.6 Posibles consecuencias sobre el sistema inmune  
 
 El análisis de la expresión de receptores importantes para la 

fisiología de las células T CD4+ que participan en el proceso de fusión mediada 

por las proteínas de la envoltura del VIH, indica que los sincicios conservan los 

receptores necesarios para activarse, incluso en cantidades elevadas con 

respecto a las células individuales. Es posible especular que si los sincicios 

mantuvieran además la expresión del TCR proveniente de las células 

originales, tendrían el potencial para responder ante diferentes antígenos 

según la especificidad del TCR de las células fusionadas. Sin embargo, la 

manifestación de esta y otras propiedades potenciales de los sincicios 

dependería de manera importante del número, tipo y estado fisiológico de las 

células reclutadas. Algunas observaciones a partir de experimentos realizados 

en el laboratorio, indican que los sincicios pueden incorporar en proporción 

diferente células Env+ ó CD4+, dependiendo de la proporción inicial de estas 

células en el cocultivo, de la cantidad de proteínas virales expresadas en la 

membrana de las células Env+ y del tiempo de incubación (44). Los resultados 

del presente trabajo muestran que, a diferencia de las células CD4+, las células 

Env+ tienen niveles indetectables de CD4 y reducidos de CXCR4, mientras que 

manifiestan expresión de ICAM-1. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que los 

sincicios formados por un mayor número de células CD4+ conserven mejor su 

capacidad para responder frente a antígenos. En consecuencia, las células 

multinucleadas podrían participar en la respuesta inmune durante la infección 

por el VIH. En este sentido, es importante explorar otras características de las 

células fusionadas, como su tiempo de vida y capacidad proliferativa. 

 Como ya se mencionó, las células que no se incorporan a los 

sincicios, manifiestan una reducción importante en la expresión de CD4, lo que 

disminuiría su capacidad de respuesta frente a estímulos antigénicos. Si esto 

sucede en los individuos infectados por el VIH, entonces, es posible que 

cuando aparecen variantes virales inductoras de sincicios y los procesos de 

fusión ocurren con mayor frecuencia, el sistema inmune se debilite por la falta 

de la capacidad de los linfocitos T para establecer una adecuada respuesta 

inmunológica.  
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 Los resultados del presente trabajo muestran que la fusión celular 

modifica la expresión de receptores de importancia funcional tanto en las 

células fusionadas como en las circundantes, lo que podría incidir en la 

eficiencia de la respuesta inmune. La comprensión de los factores que influyen 

en la formación de sincicios y de sus consecuencias biológicas es un área de 

investigación que apenas inicia. Falta mucho por estudiar a cerca de la biología 

de las células involucradas en la fusión para determinar su importancia en la 

infección por el VIH.  
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VIII. CONCLUSIONES 
 
 

 Las células Jurkat, transfectadas para la expresión de las proteínas de 

fusión del VIH (células Env+) se fusionan in vitro con células Jurkat CD4+. 

La tinción diferencial de las células con colorantes lipofílicos fluorescentes, 

previa a su cocultivo, permite cuantificar la población de células fusionadas, 

mediante citometría de flujo. Por este método, determinamos que la fusión 

es dependiente de la proteína viral gp120 y de los receptores CD4 y 

CXCR4, lo que coincide con lo reportado para las células infectadas por el 

virus.  

 Los sincicios formados por la fusión entre células Env+ y CD4+ presentan 

una expresión reducida de los receptores CD4, CXCR4 e ICAM-1, 

comparados con las células originales. Por otro lado, moléculas como LFA-

1, CD28 y CD3 se encuentran en cantidades elevadas, sugiriendo que los 

sincicios conservan propiedades de adhesión y activación características de 

los linfocitos T.  

 Las células Env+ que no se incorporan a los sincicios tienen niveles 

reducidos de CXCR4 e indetectables de CD4, además de que expresan la 

molécula de adhesión ICAM-1. Por lo tanto, es posible que las células que 

expresan las proteínas virales no tengan la capacidad para responder frente 

a estímulos antigénicos por la falta de receptores importantes para la 

activación celular. 

 Las células CD4+ que no se incorporan a los sincicios, tienen una expresión 

reducida de CD4 en su membrana, posiblemente como una consecuencia 

de la interacción con gp120 soluble que podría inducir procesos de 

internalización, o bien, como consecuencia de la selección de células con 

mayor cantidad de CD4 para fusionarse con los sincicios.  

 La falta de expresión del receptor para IL-2 sugiere que la fusión no induce 

un estado de activación en las células que participan en el proceso. Sin 
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embargo, no se descarta la posibilidad de que los sincicios respondan 

frente a un estímulo de activación adecuado.  

 La fusión celular es un evento que podría ser favorable para los individuos 

infectados por el VIH si los sincicios conservaran su capacidad para 

responder frente a estímulos antigénicos. Sin embargo, nuestros resultados 

sugieren que la fusión celular puede influir negativamente en las células T 

que no se fusionan al inducir por mecanismos que aún no son claros, la 

reducción de la expresión de receptores importantes para su fisiología, 

produciendo de esta manera un déficit para la respuesta inmune.  
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ANEXO 1 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Del J Gen Virol. 2005. 86( 7):1961-6. Efecto de los anticuerpos F105 y 2G12 (anti-
gp120) y 2F5 (anti-gp41) sobre la fusión celular. Los experimentos se llevaron a cabo
utilizando células Env+ preincubadas durante 30 minutos con concentraciones variables
del anticuerpo correspondiente, en cocultivo con células CD4+ durante 5 horas. El
análisis de la inhibición de la fusión celular se realizó por citometría de flujo. 
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