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I. RESUMEN 

 

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan en su 

membrana a las proteínas virales gp120/gp41 (Env), lo que les permite interaccionar y fusionarse con 

células CD4+ generando células multinucleadas o policariones. Se ha reportado de manera frecuente, 

la presencia de células multinucleadas en el tejido linfoide y en el sistema nervioso central de pacientes 

infectados por el virus. Sin embargo, aún no se ha definido la composición celular y el papel que 

desempeñan las células multinucleadas en la patogénesis del SIDA. En el presente trabajo, se reporta 

evidencia de la fusión heterotípica linfocito-monocito in vitro, en cocultivos entre células T Jurkat que 

expresan a las proteínas Env del VIH y monocitos CD4+ de la línea celular THP-1. A través de un 

método caracterizado previamente, basado en la tinción de las células Env+ y CD4+ con colorantes 

fluorescentes en verde y rojo, respectivamente, se encontró que los cocultivos entre ambos tipos de 

células generan hasta un 20% de células doble fluorescentes después de 48 horas de incubación. Esta 

población doble fluorescente es producto de la fusión linfocito-monocito y no de la fagocitosis de células 

T por parte de los monocitos, ya que no se genera cuando el cocultivo se lleva a cabo con células T 

que expresan una mutante no fusogénica de las proteínas Env. Además, la formación de 

heterocariones es inhibida por un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor CD4 y por el péptido 

sintético T-20 que inhibe la fusión dependiente de Env, indicando que la fusión es mediada por la 

molécula CD4 y por las proteínas virales gp120/gp41. El 50% de los heterocariones mantuvo su 

viabilidad después de 4 días de cocultivo, mientras que la población restante incorporó los reactivos 7-

amino-actinomicina D y Anexina V, indicando su muerte por apoptosis.  

Por otro lado, se estudió la expresión de moléculas características de ambos linajes celulares, 

tales como CD3 y CD28 como marcadores linfoides, así como CD4, CD32 y CD68 como marcadores 

expresados por los monocitos. Los resultados mostraron que el receptor CD4 es apenas detectado en 

la membrana de los heterocariones y que la expresión de los marcadores linfoides CD3 y CD28 se 

reduce de manera importante. En cambio, la expresión de los marcadores mieloides CD32 y CD68 se 

mantiene constante. Asimismo, se observó que el tratamiento con PMA y ionomicina es capaz de 

inducir la expresión de CD25 en un 87% de células T Env+ no fusionadas, mientras que únicamente el 

22% de los heterocariones conserva la capacidad para responder frente a este estímulo de activación, 

a pesar de que se encuentran principalmente formados por células T. Estos resultados sugieren que la 

fusión linfocito-monocito podría ocurrir in vivo durante la infección por el VIH. Sin embargo, la 

identificación de las células multinucleadas como heterocariones podría verse limitada debido a la 

expresión predominante del fenotipo mieloide, evitando de esta manera, conocer la importancia y 

contribución de la fusión heterotípica en el daño a la funcionalidad de las células T CD4+.  
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II. INTRODUCCIÓN 
 
 
2.1. Generalidades 

 

 

El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue descrito por primera vez en 1981 en las 

ciudades de Nueva York y Los Ángeles, al presentarse un elevado número de casos de sarcoma de 

Kaposi y de neumonías ocasionadas por Pneumocystis carinii en individuos jóvenes sin antecedentes 

previos de enfermedades asociadas con inmunosupresión (Quagliarello, 1982; Jaffe et al., 1983). Las 

lesiones cutáneas por sarcoma de Kaposi eran generalizadas y más agresivas que las lesiones típicas 

detectadas en pacientes de la tercera edad, reduciendo el tiempo de sobrevivencia a menos de 20 

meses. Además, se observaban casos frecuentes de resistencia al tratamiento contra  Pneumocystis 

carinii con los fármacos de primera línea, así como coinfecciones con microorganismos oportunistas 

(Quagliarello, 1982; Jaffe et al., 1983). En todos los casos, el perfil inmunológico de los pacientes 

mostraba una deficiencia importante en la capacidad proliferativa de las células linfoides en respuesta a 

mitógenos, una reducción de hasta el 80% en la cuenta de células T cooperadoras CD4+, así como un 

estado de anergia en las células T de memoria (Hersh et al, 1984). Este daño en el sistema 

inmunológico explicaba la susceptibilidad a los patógenos oportunistas y a las neoplasias que 

provocaban una tasa de mortandad de alrededor del 40% en los casos detectados durante los dos 

primeros años de la epidemia (Quagliarello, 1982). En 1983, un grupo multidisciplinario de 

investigadores del Instituto Pasteur identificó al agente causal del síndrome como un retrovirus con 

tropismo por linfocitos T, al que más tarde se le denominó virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

(Barre-Sinoussi et al., 1983).  

A treinta años de los primeros casos del SIDA, la epidemia por el VIH continúa siendo uno de 

los principales problemas de salud pública, dado el incremento continuo en el número total de personas 

que viven infectadas con el virus a nivel mundial. Los últimos datos epidemiológicos reportados por el 

Programa Conjunto sobre VIH/SIDA de las Naciones Unidas y la Organización Mundial de la Salud 

(UNAIDS epidemic update, 2009), indican que actualmente existen 33.4 millones de personas 

infectadas por el VIH alrededor del mundo, lo que representa un incremento del 14% con respecto al 

año 2001. El reciente acceso al tratamiento antirretroviral en algunas comunidades de alta incidencia, 

ha logrado avances en la prevención de nuevas infecciones y en la reducción del número de muertes 

anuales relacionadas con SIDA. Sin embargo, en la región del África sub-Sahariana, que contribuye 

con el 67% de los casos totales de infección por el VIH (22.4 millones), únicamente tres millones de 

personas tienen acceso a los fármacos antiretrovirales. De esta manera, aunque la terapia 

farmacológica ha favorecido la reducción en el número de nuevos casos, así como prolongado y 
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mejorado la calidad de vida de los pacientes,  su limitado acceso a comunidades de bajo ingreso 

económico y su ineficacia para eliminar definitivamente al virus, hacen imprescindible encontrar nuevas 

estrategias para solucionar el problema de infección por el VIH.  

Una parte importante de la investigación sobre el VIH/SIDA se encuentra enfocada en el 

estudio de las proteínas virales y sus receptores celulares como mediadores de la interacción virus-

hospedero, con el propósito de entender los mecanismos de patogénesis y los posibles blancos de 

intervención terapéutica (Stevenson, 2003). A partir de estos estudios, se sabe que las glicoproteínas 

de la envoltura viral gp120/gp41 o Env, además de permitir el ingreso del virus al citoplasma mediante 

la fusión de las membranas viral y celular, tienen un papel relevante en los efectos citopáticos 

observados in vitro en cultivos de células T CD4+, particularmente por la formación de células 

multinucleadas o policariones (fig. 1) (Lifson et al., 1986a y b; Sodroski et al., 1986; Sylwester et al., 

1997). Asimismo, se ha encontrado que la actividad fusogénica de estas glicoproteínas, correlaciona de 

manera directa con la pérdida acelerada de células T CD4+ in vivo y la progresión hacia el SIDA 

(Karlsson et al., 1994; Koot et al., 1993). Estudios histológicos han revelado que el tejido linfoide de los 

individuos infectados está particularmente afectado en cuanto a su estructura y a la presencia irregular 

de células multinucleadas. El daño en la estructura de los ganglios linfáticos es característica de los 

estados avanzados de infección y se ha vinculado recientemente con la pérdida progresiva de los 

linfocitos T CD4+ y a mecanismos anormales de deposición de colágena y fibrosis (Stevenson 2003; 

Estes et al., 2008). En cuanto al papel y la composición de las células multinucleadas detectadas in 

vivo, son pocos los estudios orientados para evaluar estos aspectos sin embargo, por los hallazgos 

mencionados, se ha sugerido que la fusión celular podría contribuir como uno de los mecanismos daño 

celular durante la infección por el VIH.   

En las siguientes secciones se describen algunos aspectos relacionados con la estructura y 

función del VIH, enfocados hacia el entendimiento del proceso de fusión de membranas inducida por 

las proteínas de la envoltura viral y sus posibles implicaciones como mecanismo de daño celular. 

 

 

2.2. Estructura del VIH  

 

 

El virus de la inmunodeficiencia humana se encuentra clasificado dentro la subfamilia 

Lentivirinae de la familia Retroviridae. (Haase, 1986). Los lentivirus son caracterizados por establecer 

períodos prolongados de infección antes de que los hospederos manifiesten síntomas clínicos. En el 
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caso del VIH, se ha encontrado que los individuos afectados pueden tardar un promedio de 10 años 

antes de mostrar síntomas clínicos del SIDA (Barker et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El genoma del VIH consta de dos cadenas idénticas de RNA de cadena sencilla con polaridad 

positiva y se encuentra como un complejo de ribonucleoproteínas dentro de la cápside, aunado a las 

enzimas proteasa, integrasa y transcriptasa inversa (fig. 2). La proteína viral p17 se ensambla en una 

estructura denominada matriz que rodea a la cápside y mediante un dominio miristilado se inserta en la 

parte interna de la bicapa lipídica que recubre finalmente al virus. La membrana viral presenta el 

Figura 1. Tipos de células producidas por fusión. La fusión celular origina células denominadas de manera general 
como policariones o células multinucleadas. De acuerdo al linaje celular o al contenido de cromosomas se pueden 
clasificar en: a) Sincicios, cuando se fusionan células del mismo linaje, b) heterocariones, cuando se fusionan células 
de diferentes linajes, c) sincariones, cuando la fusión entre células del mismo o de diferente linaje produce una célula 
con un solo núcleo. Los sincariones se pueden generar por la eliminación de un núcleo completo, o bien, por la 
fusión entre los núcleos y la subsiguiente eliminación de cromosomas. Figura tomada de Ogle et al., 2005. 
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trímero de glicoproteínas gp120/gp41 en forma de espículas, que participa durante el proceso de 

reconocimiento e infección de la célula hospedera (Haseltine, 1991; Wang et al., 2000).   

 

 

 

 

 
 
 
 

2.3. Ciclo de replicación  
 
 

El ciclo de replicación del VIH puede ser visto como una secuencia de pasos regulados por la 

interacción entre proteínas virales y celulares. Inicialmente, la proteína viral gp120 reconoce al receptor 

primario CD4 y a un correceptor que puede ser CXCR4 o CCR5 en la membrana de la célula 

hospedera (Haseltine, 1991). Esta interacción promueve cambios conformacionales tanto en gp120 

como en gp41 favoreciendo el acercamiento, contacto y fusión de las membranas viral y celular, 

permitiendo el acceso del virus a la célula (Fig. 3). En el ambiente citoplásmico, la estructura de la 

cápside es conservada durante la transcripción inversa del RNA que genera el DNA viral de doble 

cadena (Arhel et al., 2007). A lo largo de este proceso, la cápside es transportada por la actina y la red 

de microtúbulos hacia la vecindad de la membrana nuclear en donde ocurre la disociación de las 

proteínas p24, liberando al complejo de preintegración cuya composición, aunque aún no bien definida, 

consta principalmente del DNA viral, las proteínas p6, p17, Vpr y las tres enzimas virales (Suzuki 2007). 

Las secuencias de localización nuclear presentes en las proteínas p17 e integrasa, favorecen el uso de 

Figura 2. Estructura del virus de la inmunodeficiencia humana. Se ha reportado que en la envoltura viral además de 
localizarse a las proteínas gp120/gp41, se han encontrado proteínas provenientes de la célula hospedera, tales 
como ICAM-1 y HLA I y II. 
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la maquinaria celular para el transporte del complejo hacia el interior del núcleo (Bukrinskaya, 2007), 

permitiendo la interacción del DNA del VIH con el genoma de la célula hospedera y su integración 

predominante en regiones no codificantes de genes trancripcionalmente activos (Han et al., 2004; 

Schröder et al., 2002). Posteriormente, los mRNA virales son traducidos para generar proteínas que 

son ensambladas en nuevos virus a nivel de la membrana plasmática, particularmente en regiones 

ricas en colesterol (balsas lipídicas) (Nguyen and Hildreth, 2000). Finalmente, los virus son liberados 

mediante un proceso similar al de exocitosis en el que la proteína viral p6 interacciona con proteínas 

del tráfico vesicular como ESCRT y AP-1 (Bukrinskaya, 2007), dando lugar a virus recubiertos por un 

fragmento de la membrana de la célula hospedera.   

 

 

 

 

 

 

 

2.4. Proteínas de la envoltura viral gp120/gp41   

 

Las proteínas de la envoltura viral gp120/gp41 tienen un papel esencial durante la etapa inicial 

del proceso de infección y son codificadas por el gen env como una proteína precursora de 88 kDa. 

Dentro del retículo endoplásmico, el precursor es sujeto a N-glicosilación en los residuos de asparagina 

contenidos en los motivos Asn-X-Ser y Asn-X-Thr (Scanlan et al, 2007), adquiriendo una masa 

Figura 3. Ciclo de replicación del VIH. Ver texto. 
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aparente de 160 kDa (gp160). Estudios bioquímicos han demostrado que dentro del retículo 

endoplásmico, la gp160 adquiere la conformación que la hace competente para interaccionar con el 

receptor CD4 y más tarde se oligomeriza principalmente en trímeros (Earl et al., 1991; Center et al., 

2002). En su forma trimérica, la glicoproteína es trasportada hacia el aparato de Golgi (Earl et al, 1991), 

donde enzimas de la familia de las convertasas catalizan su escisión en las subunidades gp120 y gp41, 

que se mantienen asociadas por interacciones de tipo no covalentes (Kido et al., 1993). Finalmente, el 

complejo es transportado hacia la membrana plasmática donde la gp41 se encuentra como una 

proteína transmembranal, asociada con la subunidad de superficie gp120  (Moulard and Decroly, 2000).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis estructural de las proteínas de la envoltura indica que gp120 se encuentra 

organizada en cinco regiones altamente variables entre cepas virales V1-V5 (fig. 4A), interespaciadas 

V1 

V2 

V3 

V4 

V5 

Región 
 inmunodominante 

Región NH-terminal 
con tendencia a 
formar hélices alfa 

Región COOH-
terminal con 
tendencia a formar 
hélices alfa 

Péptido de fusión 

A) B) 

Extracelular 

Intracelular 

Figura 4. Estructura de las proteínas de la envoltura del VIH, A) gp120 y B) gp41. Se muestran las regiones de alta 
variabilidad de la gp120 y los sitios de unión a carbohidratos como la manosa (ramificaciones en negro).  Asimismo, se 
señalan las principales regiones en la estructura de la gp41 que participan en el proceso de fusión de membranas (ver 
texto). Figura tomada de Zolla-Pazner, 2004. 
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con cinco regiones constantes C1-C5 (Leonard et al., 1990; Rizzuto et al., 1998; Zolla-Pazner, 2004). 

En tanto, la estructura de gp41 consta de una región extracelular o ectodominio, una región 

transmembranal y un dominio citoplásmico (fig. 4B). El extremo N-terminal de la región extracelular de 

gp41 cuenta con una secuencia rica en aminoácidos hidrofóbicos denominada péptido de fusión, la 

cual es seguida por un dominio con motivos de aminoácidos con tendencia a formar hélices alfa del tipo  

“abcdefg”,  en donde las posiciones “a” y “d” corresponden a residuos hidrofóbicos. Un segundo 

dominio helicoidal del mismo tipo se localiza en la región C-terminal del ectodominio (Eckert and Kim, 

2001).   

 

 

2.5. Mecanismo de fusión de membranas 

 

 

El primer evento que activa a las proteínas Env para fusionar las membranas viral y celular, 

consiste en la interacción del trímero de gp120 con su receptor primario, CD4 (fig. 5A). Estudios por 

cristalografía de rayos X han mostrado que CD4 se asocia a una cavidad  dentro de gp120 donde se 

establecen interacciones electrostáticas e hidrofóbicas con aminoácidos de varios dominios (Kwong et 

al., 1998), induciendo cambios en la conformación de la proteína viral. El uso de anticuerpos 

monoclonales ha permitido determinar que el sitio de unión al correceptor se localiza en la región V3 de 

gp120 y se expone o forma, después de la interacción con CD4 (Gallo et al., 2003). La unión al 

correceptor promueve cambios conformacionales adicionales en la estructura trimérica de gp41, 

exponiendo al péptido de fusión que, por su carácter hidrofóbico, se inserta en la membrana de la 

célula hospedera formando un puente con la membrana viral. Este intermediario expone a las hélices 

N-terminales y a las C-terminales del trímero de gp41 en una conformación extendida que 

posteriormente sufre un colapso hasta formar un paquete de 6 hélices que acerca a las membranas 

(Chernomordik and Kozlov, 2008; Melikyan, 2008). Existe evidencia de la formación de un estado de 

“hemifusión” en donde de manera reversible, interaccionan únicamente las capas externas de las 

membranas (Fig. 5B., Melikyan et al., 2005). La expansión lateral de los lípidos en contacto permite que 

las capas internas interaccionen entre sí formando un diafragma, que con el avance de la mezcla de los 

lípidos, se rompe hasta crear un poro que permite el ingreso de la cápside viral a la célula (fi. 5A).  

 

 

 
A) 
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La fusión de membranas inducida por las proteínas gp120/gp41 es susceptible a la inhibición 

por los anticuerpos anti-gp120, anti-gp41 y/o anti-CD4. Adicionalmente, existen péptidos sintéticos 

análogos a las regiones helicoidales N- y C-terminales de gp41 (T-20 y C34) que son capaces de 

bloquear la formación del paquete de 6 hélices que acerca a las membranas (Jacobs et al., 2008). Por 

lo tanto, estos péptidos son capaces de inhibir la infección de células en cultivo y como en el caso del 

T-20 (Enfuvirtide), pueden ser utilizados durante el  tratamiento antirretroviral en pacientes infectados.  

 

 

2.6. Células susceptibles a la infección por el VIH 

 

 

La susceptibilidad de las células a la infección por el VIH depende de la expresión de la 

molécula CD4 y de receptores para quimiocinas que participan como correceptores obligados  (Broder 

and Collman, 1997), principalmente CXCR4 (Feng et al., 1996) y CCR5 (Alkhatib et al., 1996). Los 

B) 

Figura 5. A) Mecanismo de fusión de membranas inducido por las proteínas de la envoltura del VIH, gp120/gp41. 
Péptidos sintéticos análogos a las secuencias de las hélices alfa amino- y carboxilo-terminales (como el T-20), son 
capaces de unirse a estas regiones e inhibir la el progreso de la fusión. B) Estado intermediario durante el proceso de 
fusión de membranas (hemifusión) en el que únicamente interaccionan las membranas externas de las bicapas lipídicas. 
Figuras modificadas de  Melikyan, 2008;  Chernomordik and Kozlov, 2008. 
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aislados virales han sido clasificados de acuerdo al uso del correceptor en virus X4, dependientes de 

CXCR4, y virus R5, dependientes de CCR5. Algunas cepas son denominadas X4/R5 por su capacidad 

para utilizar ambos correceptores, mientras que otras pueden utilizar a las moléculas CCR3 y CCR2 de 

manera alternativa a CCR5 (Doranz, 1996).  

Inicialmente se consideró que los linfocitos T CD4+ eran el blanco principal del VIH, dada la 

reducción selectiva de esta población celular en los individuos infectados. Sin embargo, se observó la 

capacidad del virus para infectar cultivos de células de origen mieloide, como monocitos/macrófagos y 

células dendríticas (Collmann et al., 2003; Roy and Wainberg, 1988) aunque estas últimas no siempre 

son competentes para establecer una infección productiva, posiblemente debido a la expresión de 

moléculas tipo lectina (ej. la Langerina) que capturan y conllevan a la degradación del virus dentro de 

organelos citoplásmicos (De Witte et al., 2007)  

El análisis de la expresión de los receptores virales ha mostrado que los correceptores se 

expresan diferencialmente entre las poblaciones linfoides. Por ejemplo, los linfocitos vírgenes 

CD4+/CD45RA+, expresan principalmente CXCR4, mientras que los linfocitos de memoria 

CD4+/CD45RO+, expresan CCR5 (Bleul et al., 1997) y son susceptibles a la infección por virus X4 o R5, 

respectivamente. Por otro lado, los monocitos/macrófagos pueden expresar hasta 6 veces menos 

cantidad del receptor CD4 con respecto a las células linfoides (Lee et al., 1999), sin embargo, se 

mantienen susceptibles a la infección por virus R5 siempre y cuando tengan suficientes niveles de 

CCR5, ya que si la expresión del correceptor se reduce, la infectividad se torna altamente dependiente 

de CD4 (Platt et al., 1998). Estas observaciones realizadas en cultivos celulares, son congruentes con 

hallazgos de la infección diferencial de células linfoides y mieloides CD4+ en tejidos de pacientes 

infectados por el VIH (Roy and Wainberg, 1988; Margolis et al., 1999; Stevenson and Gendelman, 

1994).  

Por otra parte, se han detectado variantes del VIH en individuos que se encuentran en etapas 

avanzadas de la infección, que son capaces de establecer infecciones productivas en células con baja 

o nula expresión de CD4 (Repits et al., 2008), incluyendo células B (Malkovský et al., 1988), microglía 

(Antinori et al., 2001), células NK (Chehimi et al., 1991), células epiteliales (Howell et al., 1997), entre 

otras. La infección productiva de células epiteliales de intestino que no expresan CD4, podría ser 

mediada por galactosilceramida, molécula propuesta como receptor primario alternativo para el virus 

(Fantini et al., 1993). 
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2.7. Fusión célula-célula in vitro 

 

 

Estudios tempranos realizados en cultivos de células mononucleares de sangre periférica 

(Klatzmann et al., 1984) o en líneas de células T (Lifson 1986a), reportaron la formación de células 

multinucleadas o sincicios, como una manifestación característica de la citopatología inducida por el 

VIH (Lifson et al., 1986a y b). Esta capacidad es dada por la expresión de las proteínas Env en la 

membrana de la célula infectada (Lifson et al., 1986a), lo que le permite interaccionar y fusionarse con 

células vecinas CD4+/correceptor+, a través de un mecanismo similar al de fusión virus-célula (fig 6). La 

incorporación de células sanas en los sincicios infectados y la muerte de estos últimos en períodos 

cortos de tiempo que van desde las 24 a las 96 horas, ha sugerido que la fusión inducida por las 

proteínas Env contribuye con la pérdida característica de los linfocitos CD4+ en los individuos 

infectados por el VIH  (Lifson et al., 1986a; Sylwester et al., 1997). Sin embargo, el tiempo de vida de 

los sincicios in vitro parece ser dependiente del linaje celular y de las condiciones del cultivo, ya que a 

diferencia de los linfocitos T, las células multinucleadas formadas a partir de células de origen mieloide 

(macrófagos y microglía), pueden permanecer viables y con una producción viral activa aún después de 

2 meses de infección (Loannidis et al.,1995; Kornbluth et al., 1989;  Gendelman et al., 1988).  

Estudios realizados por Castedo y cols., han mostrado que la apoptosis es el mecanismo 

principal de muerte de las células multinucleadas formadas en cultivos celulares infectados por el VIH 

(Castedo et al., 2003; Perfettini  et al., 2005). Se ha detectado que en un  50% de los sincicios ocurre la 

fusión entre núcleos como consecuencia de la interrupción de la mitosis. La inhibición del progreso del 

ciclo celular conlleva a la activación de cinasas que fosforilan al factor de transcripción p53, que tiene 

como blanco genes que codifican proteínas promotoras de la apoptosis por la ruta mitocondrial, tales 

como Bax y Puma (Ferri, et al., 2000a y b; Perfetinni et al., 2005). La viabilidad prolongada de las 

células multinucleadas provenientes de la fusión entre macrófagos y microglía, podría deberse a su 

baja capacidad de división por mitosis, puesto que son células terminalmente diferenciadas (Hassan et 

al., 1994).  

La interacción célula-célula mediada por gp120/gp41 puede no resultar en la fusión de las 

células involucradas, sino solo en contactos intercelulares reversibles (Ruggiero et al., 2008) a través 

de los cuales también puede llevarse a cabo la transmisión del virus, evitando su exposición al 

ambiente extracelular.   
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2.8. Fusión celular in vivo 

 

 

Un porcentaje importante de los individuos infectados por el VIH (20-30%) pueden mostrar 

complicaciones asociadas a daños neurológicos durante el desarrollo del SIDA, cuyas manifestaciones 

clínicas pueden ser desde la falta de concentración y de memoria, hasta la reducción de las 

capacidades motoras (Ho DD et al., 1989; Gendelman et al., 1994). Existen evidencias de que el virus 

invade el sistema nervioso central desde etapas tempranas de la infección, ya que se han detectado 

síntomas de meningitis, así como antígenos virales en el fluido cerebroespinal al momento de la 

seroconversión (Kramer-Hammerle et al., 2005). Sin embargo, no se ha establecido si la infección 

temprana es eliminada o únicamente controlada por el sistema inmune, con un período de reactivación 

en etapas tardías (González-Scarano and Martín-García, 2005). La histopatología asociada al daño 

neurológico en los pacientes con el SIDA se caracteriza por la acumulación de macrófagos 

perivasculares y la presencia de células multinucleadas (Ryzhova et al., 2002). Se ha sugerido que la 

replicación del virus y la producción de proteínas virales con actividad citotóxica como Tat y Nef, así 

como la síntesis de citocinas inflamatorias como el TNF-alfa y la IL-1, son responsables de las 

Figura 6. Fusión entre células infectadas por el VIH y células no infectadas que expresan CD4 y el correceptor adecuado 
para el virus. Figura modificada de Balzarini, 2007. 
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alteraciones neurológicas en los pacientes con el SIDA (Gendelman et al., 1994, Zhao et al., 2001). 

Cabe resaltar que las células multinucleadas de cerebro mantienen una replicación constante del virus 

y son activamente productoras de IL-1 (Zhao et al., 2001).  

El tejido linfático es otro sitio de replicación viral activo aún durante el período asintomático de 

la infección. (Frankel et al., 1996; Soontorniyomkij et al.,1998). El análisis histopatológico realizado en 

muestras de amígdalas y adenoides, ha mostrado alteraciones morfológicas dependientes de la etapa 

de infección que comprenden desde la hiperplasia de los folículos linfoides hasta su involución, así 

como la presencia de células multinucleadas (Soontorniyomki et al., 1998; Ward et al., 1987). La tinción 

con anticuerpos anti-p24 y la detección de ácidos nucléicos virales por hibridación in situ, indican que 

las células multinucleadas se encuentran infectadas de manera predominante, en contraste con las 

células localizadas en áreas de células T (Frankel et al., 1996; Rinfret et al., 1991; Soontorniyomki et 

al., 1998). Las células dendríticas reticulares también son altamente reactivas a los anticuerpos anti-

p24, pero existe controversia acerca de si los virus se encuentran únicamente asociados a su 

membrana plasmática o si establecen una infección productiva (Orenstein, 2008).  

 La infección por el virus de la inmunodeficiencia en simios (SIV por sus siglas en inglés) es un 

modelo que ha permitido avances importantes en la comprensión de la patogénesis del SIDA. Los 

hallazgos patológicos en este modelo coinciden de manera importante con la histología de pacientes 

humanos infectados por el VIH, principalmente en cuanto a la hiperplasia o involución de los folículos 

linfoides y la presencia de células multinucleadas en el SNC y ganglios linfáticos (Kaaya et al., 1993; 

Putkonen et al., 1992).  

 

 

2.9. Fusión celular mediada por las proteínas Env y su relación con el desarrollo del 

SIDA 

 

 

La fusión celular es un proceso de suma importancia que permite que se lleven a cabo 

procesos biológicos durante el desarrollo, tales como la fecundación, la formación de la placenta, del 

músculo esquelético, así como el establecimiento de respuestas inmunes de tipo crónico frente a 

microorganismos e implantes ortopédicos (Ogle et al., 2005). A diferencia de este tipo de fusión celular 

inducida durante los procesos biológicos normales, la fusión celular mediada por proteínas virales 

durante la infección por virus envueltos, se ha asociado con el daño a las células involucradas.  

En la década de los ‘90s, Koot y cols., establecieron un ensayo para evaluar la capacidad 

fusogénica del VIH proveniente de sangre periférica de los individuos infectados, basado en el cocultivo 
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de células mononucleares de sangre periférica con células de la línea linfoide MT-2 (Koot et al., 1992). 

La aparición de células multinucleadas en los cocultivos debido a la presencia de virus con la 

capacidad para fusionar células, se asoció con la disminución acelerada de las células CD4+ y la 

progresión a SIDA en el 70% de los individuos en un lapso de 30 meses (Koot et al., 1993). En otro 

estudio, se reportaron síntomas del SIDA en un período de 9 a 15 meses después del primer aislado 

viral inductor de sincicios (Tersmette et al., 1988). Los virus fusogénicos detectados por este ensayo se 

caracterizan por ser dependientes de CXCR4, ya que las células MT-2 no expresan CCR5.  De esta 

manera, se ha determinado que aproximadamente en el 50% de los pacientes ocurre un cambio en el 

uso del correceptor por parte de los virus: en etapas tempranas de la infección los virus predominantes 

son del tipo R5, mientras que en etapas tardías predominan los virus X4 o R5/X4 (Blaak et al., 2000; 

Karlsson et al., 1994; Koot et al., 1992). No obstante, la persistencia de virus del tipo R5 en el 50% 

restante de la población infectada, es suficiente para inducir el desarrollo de la inmunodeficiencia 

(Etemad et al., 2009; Repits et al., 2008; Todd et al., 1995). Recientemente, se han realizados estudios 

para determinar los mecanismos patogénicos asociados con los virus R5 de los individuos que no 

presentan virus X4 y que progresan hacia el SIDA. En éstos, se ha mostrado que los virus R5 tardíos 

difieren de sus homólogos tempranos en cuanto a mayor capacidad para infectar células con baja o 

nula expresión de CD4 (principalmente macrófagos) (Gorry et al., 2002; Thomas et al., 2007), reducida 

susceptibilidad a los inhibidores de entrada e incremento en su capacidad de replicación (Repits et al., 

2008). Adicionalmente, se ha mostrado que las proteínas Env clonadas a partir del genoma de virus R5 

de individuos con el SIDA, presentan mayor capacidad para fusionar células in vitro que las proteínas 

Env de virus aislados durante la etapa asintomática (Sterjovski et al., 2007). Estudios de mutagénesis 

muestran que la asparagina 362 adyacente al sitio de unión de CD4 en la gp120  contribuye con el 

aumento en la capacidad fusogénica, posiblemente al incrementar la exposición del sitio de unión a 

CD4 y/o estabilizando la interacción Env-CD4 (Sterjovski et al., 2007).  

Por otro lado, en el modelo con primates no humanos para el estudio del SIDA, se ha 

encontrado que los virus quiméricos que expresan los genes tat, rev, vpu y env del VIH en un fondo de 

SIV, replican de manera ineficiente y son poco patogénicos en macacos rhesus. Sin embargo, los 

pases seriales in vivo de estos virus incrementan su patogenicidad hasta provocar un estado 

característico del SIDA en pocas semanas. Las principales modificaciones a nivel molecular 

observadas en los virus recuperados a partir de los macacos enfermos, se encuentran en las regiones 

variables de la proteína gp120 y además contribuyen, al incremento en su capacidad fusogénica 

(Cayabyab et al., 1999; Etemad-Moghadam et al., 2000).   

En resumen, la aparición de virus inductores de sincicios tanto X4 como R5 en etapas  tardías 

de la infección, se asocia con la pérdida acelerada de células CD4+ y el desarrollo del SIDA. El 
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incremento en la fusogenicidad de los virus tardíos podría contribuir en parte con la pérdida de las 

células CD4+. 

 

 

2.10. Características de las células multinucleadas  

 

 

Aunque no se ha determinado con claridad el papel que desempeñan las células 

multinucleadas presentes en tejido linfoides y del SNC de pacientes VIH+, se ha sugerido que las 

células fusionadas podrían participar en la patogénesis del SIDA como sitios de replicación activa 

donde el virus podría ser resguardado del efecto de los factores inmunes humorales (Budka, 1986; 

Frankel et al., 1996; Frankel et al., 1997); como células productoras de citocinas inflamatorias y 

promotoras de daños a los tejidos adyacentes  (Zhao et al., 2001); como sitios de recombinación viral si 

se fusionan dos o más células infectadas con diferentes variantes del virus  (Steain et al., 2008); 

reduciendo el número de células CD4+ libres (Sylwester et al., 1997), y contribuyendo a la apoptosis de 

las células fusionadas (Perfettini et al., 2008).  

Por otro lado, existen algunos trabajos enfocados en el estudio del fenotipo de las células 

multinucleadas a fin de conocer el linaje de las células propensas a fusionarse in vivo durante la 

infección por el VIH. De esta manera, se ha reportado que este tipo de células expresan marcadores de 

monocitos/macrófagos (Dargent et al., 2000; Eilbott et al., 1989; Orenstein and Wahl, 1999; Rinfret et 

al., 1991), aunque otros estudios reportan la expresión de receptores asociados a células dendríticas 

(Bhoopat et al., 2006; Frankel et al., 1996; Frankel et al., 1997). Asimismo, existe un trabajo en el que 

se observaron linfocitos multinucleados, de acuerdo con sus características morfológicas, en los que se 

detectó a la proteína viral p24 (Orenstein, 2000). Sin embargo, si consideramos que tanto células de 

origen mieloide como de origen linfoide expresan los receptores para el VIH, y que ambos tipos son 

susceptibles a la infección, entonces, además de la fusión homotípica, podría ocurrir la fusión entre 

células infectadas Env+ y células no infectadas CD4+ de diferentes linajes, generando heterocariones. 

Previamente, se ha reportado la fusión heterotípica entre líneas de células T y macrófagos infectados 

por el VIH (Crowe et al., 1992), así como entre células dendríticas y células T provenientes de 

explantes de piel, inoculados con el virus (Pope et al., 1994). A pesar de estas observaciones 

realizadas in vitro, no se ha reportado la expresión simultánea de marcadores mieloides y linfoides en 

las células multinucleadas detectadas in vivo (Frankel et al., 1996), aunque en realidad, esto ha sido 

escasamente estudiado. Por lo tanto, se ha considerado que la infección in vivo por el VIH, induce 

principalmente la fusión entre células de origen mieloide. Sin embargo, aún falta valorar mediante 
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ensayos in vitro, si la fusión entre células de diferente linaje genera células multinucleadas que 

conservan la expresión de ambos fenotipos celulares o si uno de ellos se expresa de manera 

dominante.   

De acuerdo con estos antecedentes, en el presente trabajo se buscó determinar: a) si las 

proteínas Env del VIH tienen la capacidad para fusionar in vitro, linfocitos T Env+ y monocitos CD4+, b) 

la viabilidad de las células fusionadas, c) la composición celular o estequiometría de los heterocariones 

linfocito-monocito, es decir, la relación linfocito:monocito en las células fusionadas y c) el nivel de 

expresión de receptores característicos de ambos linajes celulares en los heterocariones.    

 

 

2.11. Antecedentes sobre el estudio de la fusión homotípica mediante la técnica de 

citometría de flujo. 

 

 

En nuestro laboratorio, se ha estudiado la fusión homotípica entre células T Jurkat 

transfectadas para expresar a las proteínas de la envoltura del VIH y células T Jurkat CD4+/CXCR4+, 

mediante la técnica de citometría de flujo. Las células son teñidas diferencialmente con colorantes 

lipofílicos fluorescentes en verde y rojo, respectivamente y cocultivadas durante 5 u 8 horas. Las 

células fusionadas son detectadas como partículas con fluorescencia verde y roja (doble fluorescentes), 

mientras que las no fusionadas permanecen como eventos con una sola fluorescencia (Figura 7A; 

Huerta et al., 2002). Asimismo, la citometría de flujo permite evaluar el tamaño relativo y la complejidad 

(granularidad) del citoplasma celular mediante la dispersión frontal (FSC-H) y la dispersión lateral 

(SSC-H) del haz de luz que incide sobre la célula analizada por el equipo, respectivamente. De esta 

manera, se ha encontrado que las células fusionadas presentan mayor granularidad que las células con 

una sola fluorescencia (fig. 7B). Adicionalmente, las células multinucleadas pueden ser discriminadas 

de los agregados celulares mediante el fenómeno de transferencia de energía por resonancia de la 

fluorescencia (FRET) (Huerta et al., 2006).  

Esta metodología puede ser ampliada en un ensayo con tres o cuatro fluorescencias para 

determinar la viabilidad y/o la expresión de marcadores de membrana en las células cocultivadas 

(Rivera-Toledo et al., 2010). De tal forma, se ha determinado que durante la fusión homotípica la 

proporción inicial de las células Env+ y CD4+ en cocultivo afecta el porcentaje, tamaño y composición 

celular de los sincicios (López-Balderas et al., 2007). También se ha observado que las células con 

mayor expresión del receptor CD4 se fusionan de manera selectiva, aunque esta molécula es 

indetectable en la membrana de los sincicios. En cambio, el rango de expresión de las moléculas CD3, 
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CD28, ICAM-1 y CXCR4 es mayor en la membrana de las células fusionadas con respecto a las células 

individuales no fusionadas. Asimismo, se ha observado que los sincicios son capaces de expresar 

CD25 e interleucina 2 (IL-2) en respuesta al estímulo con PMA-ionomicina, indicando que aún 

fusionadas, las células conservan su capacidad para responder a estímulos de activación (Rivera-

Toledo et al., 2010).   

 

 

  

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis por citometría de flujo de la fusión homotípica entre células T Jurkart. A) Los cocultivos entre 
células Jurkat Env+ fluorescentes en verde y células Jurkat CD4+ fluorescentes en rojo, generan células doble 
fluorescentes que corresponden a las células fusionadas (población celular en color azul). B) Las células fusionadas 
se distribuyen en una región de mayor granularidad que las células con una sola fluorescencia. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

Durante la infección por el VIH, se ha encontrado que existe una correlación importante entre la 

detección en sangre periférica de variantes virales con alta capacidad para fusionar células in vitro y la 

pérdida acelerada de células T CD4+ que conlleva a SIDA. Análisis histológicos del tejido linfoide y del 

sistema nervioso central de los individuos afectados, han revelado de manera frecuente la presencia de 

células multinucleadas. Estas observaciones han sugerido que el proceso de fusión célula-célula podría 

contribuir como uno de los mecanismos de daño durante la infección por el VIH.    

Algunos trabajos orientados hacia el estudio del fenotipo de las células multinucleadas que se 

originan in vivo, han reportado que presentan marcadores de monocitos/macrófagos o bien, de células 

dendríticas. Sin embargo, considerando que tanto los linfocitos T cooperadores como las células de 

origen mieloide expresan a los receptores para el VIH y son susceptibles a la infección por el virus, es 

probable que pueda ocurrir la interacción y fusión entre células infectadas y no infectadas del mismo o 

de diferente linaje celular, dando lugar a sincicios, así como a heterocariones. En el caso de los 

heterocariones, podrían conservar el fenotipo de los dos tipos celulares, o bien, podrían mostrar 

dominancia de uno de ellos.   

Hasta ahora, existe poca información acerca de la fusión heterotípica inducida por las proteínas 

Env del VIH y aún no se han caracterizado a los heterocariones generados por la fusión entre células 

linfoides y mieloides.   

 

 

 

 

IV. PREGUNTAS  

 

 

¿Las proteínas Env del VIH pueden inducir la fusión entre células T y monocitos generando 

heterocariones?  

 

¿La fusión heterotípica afecta las características fenotípicas y biológicas de las células 

involucradas? 
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V. OBJETIVOS 

 

 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

 

 

1. Estudiar la fusión heterotípica linfocito-monocito inducida por las proteínas Env del VIH-1. 

 

 

 

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 

1. Determinar si células T de la línea Jurkat, transfectadas para expresar a las proteínas Env 

del VIH-1, son capaces de fusionarse con monocitos CD4+ de la línea THP-1.  

 

2. Evaluar la cinética de la viabilidad de los heterocariones y de las células no fusionadas que 

permanecen en cocultivo.  

 

3. Determinar la composición celular (estequiometría) de los heterocariones  

 

4. Evaluar la expresión de moléculas características de ambos linajes celulares como CD4, 

CD3, CD28, CD32 y CD68 tanto en los heterocariones, como en las células no fusionadas.  

 

5. Estudiar la respuesta de los heterocariones frente a estímulos por mitógenos. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

6.1. Líneas celulares 

 

Las líneas celulares linfoides Jurkat, denominadas HXBc2 y 522F/Y, fueron obtenidas por 

medio del Dr. Joseph Sodroski, a través del programa AIDS Research and Reference Reagent 

Program, Division of AIDS, NIAD, NIH. Ambas líneas celulares se encuentran transfectadas 

establemente para expresar el complejo protéico gp120/gp41 (Env) de la envoltura del VIH-1, bajo un 

sistema inducible basado en el operón de tetraciclina (fig. 8). Las células contienen un plásmido 

regulador que codifica para la proteína de fusión tTA, que es una combinación entre el represor de 

tetraciclina y el dominio C-terminal del activador transcripcional VP16 del virus simple del herpes (Cao, 

et al., 1996). Un segundo plásmido de respuesta, contiene secuencias del operador de tetraciclina 

acopladas al promotor mínimo de citomegalovirus humano y controlan la expresión de los genes env y 

rev del VIH-1 de la cepa X4 denominada, HXBc2. Los plásmidos, además contienen genes de 

resistencia a los antibióticos G418 e higromicina, respectivamente. De esta manera, la expresión de los 

genes virales se encuentra reprimida en presencia de la tetraciclina (Cao, et al., 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Estructura del sistema para la expresión inducible de las proteínas Env del VIH-1. La proteína tTA está 
compuesta por el activador VP16 ( A ) y por el represor de tetraciclina ( R ). La unión de la proteína tTA al operador de 
tetraciclina promueve la expresión de las proteínas virales gp120/gp41. Cuando la tetraciclina se encuentra presente, se 
une a la proteína tTA evitando su interacción con la región promotora e inhibiendo la expresión del gen env. 
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A diferencia de las células HXBc2, la línea celular 522F/Y expresa una mutante del gen env 

con una sustitución F/Y en el aminoácido 522 localizado en el péptido de fusión de gp41, afectando 

negativamente su capacidad para inducir la fusión de membranas (Cao, et al., 1996; Huerta et al., 

2009). La expresión de las proteínas Env por parte de las líneas celulares HXBc2 y 522F/Y, ha sido 

determinada previamente por técnicas de inmunoprecipitación y citometría de flujo (Cao, et al., 1996; 

Huerta et al., 2009). La línea celular monocítica THP-1 (CD4+/CXCR4+), fue obtenida del ATCC 

(American Type Culture Colection).  

 

6.2. Cultivo celular 

 

Las líneas celulares HXBc2 (células T Env+ fusogénicas) y 522F/Y (células T Env+ no-

fusogénicas), fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado con suero fetal bovino 

(Gibco BRL) al 10%, 60 U/ml de penicilina y 60 µ g/ml de estreptomicina. Los antibióticos de selección 

G418 e higromicina, se agregaron a una concentración final de 200 µ g/ml, además de 1 µ g/ml de 

tetraciclina para inhibir la expresión de las proteínas Env. Todos los cultivos se mantuvieron a 37°C en 

presencia de CO2 al 5%. El medio de cultivo se reemplazó cada 3 días centrifugando las células a 

1,150 rpm durante 3 minutos y agregando medio fresco junto con los antibióticos de selección y la 

tetraciclina.  

Las células THP-1 (monocitos CD4+), se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 

suero fetal bovino al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100 µ g/ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 

100 µ M de aminoácidos no esenciales y 1 µ M de piruvato de sodio (todos los reactivos de Gibco BRL). 

El medio de cultivo se reemplazó cada 3 o 4 días centrifugando las células a 1,150 rpm durante 3 min y 

resuspendiéndolas en medio fresco, procurando mantener la suspensión celular a una densidad menor 

a 0.25 x 106 monocitos /ml. 

 

 

6.3. Inducción de la expresión de las proteínas Env 

 

 

Para inducir la expresión de las proteínas virales en las células T Env+ fusogénicas y no-

fusogénicas, la tetraciclina fue eliminada de los cultivos mediante 2 lavados con 40 ml de PBS. 

Posteriormente, las células se incubaron en medio RPMI 1640 suplementado y adicionado con los 
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antibióticos de selección, pero en ausencia de tetraciclina. Después de 48 horas de inducción, las 

células se tiñeron con colorantes fluorescentes como se describe en la sección siguiente. Las células 

teñidas se cultivaron un día más hasta alcanzar un período final de 3 días en ausencia de tetraciclina, 

tiempo en el que se ha reportado un máximo en la expresión de las proteínas Env (Cao, et al., 1996; 

Huerta et al., 2009).  

 

 

6.4. Tinción celular 

 

 

El colorante fluorescente en rojo, perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametil-

indocarbocianina (DiI) y el colorante fluorescente en verde,  perclorato de 3,3’-dioctadecil-

oxacarbocianina (DiO) (Molecular Probes, Eugene, OR), se utilizaron para marcar a los monocitos 

CD4+ y a las células T Env+, respectivamente. Se prepararon soluciones stock de ambos colorantes a 

una concentración de 3.5 mg/ml en dimetil-sulfóxido, a partir de las cuales se hicieron diluciones 1:30 

de DiO y 1:10 de DiI, en el mismo disolvente.  Después de 48 horas en ausencia de tetraciclina, las 

células T Env+ se contaron y ajustaron a 5-15x106/ml de RPMI 1640 suplementado y se adicionaron 

con 16 µ l de DiO, dilución 1:30. Por otro lado, los monocitos CD4+ se contaron y ajustaron a 5-

15x106/ml de RPMI 1640 suplementado y se adicionaron con 8 µ l de DiI, dilución 1:10. Las células se 

incubaron en agitación rotatoria lenta, durante 18 minutos a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces 

con 10 volúmenes de medio RPMI para eliminar el colorante no incorporado. Las células teñidas se 

incubaron durante toda la noche en sus medios de cultivo correspondientes.   

 

 

6.5. Ensayo de fusión celular e inhibición de la fusión  

 

 

Para inducir la fusión heterotípica entre células de origen linfoide y células de origen mieloide, 

las células T Env+ marcadas con DiO (fusogénicas o no-fusogénicas) y los monocitos CD4+ marcados 

con DiI, se cocultivaron en proporción 1:1 en placas para cultivo de 48 pozos, agregando 400,000 

células de cada tipo, en un volumen final de 800 µ l de medio libre de suero, AIM-V (Gibco, BRL). Las 

placas con los cocultivos se incubaron durante 5, 24 o 48 horas a 37°C en presencia de CO2 al 5%. Las 

células  se cosecharon a partir de los pozos agitando los cocultivos cuidadosamente con una 

micropipeta, se colocaron en tubos para citometría de flujo (Becton-Dickinson) con 2 ml de PBS  y se 
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lavaron por centrifugación a 1,150 rpm durante 3 min. Finalmente, los cocultivos se resuspendieron en 

1ml de buffer para citometría de flujo (BD Biosciences).  

Para los ensayos de inhibición de la fusión, los monocitos CD4+ se preincubaron durante 30 

minutos en presencia de T-20 (Enfuvirtide) o del anticuerpo monoclonal anti-CD4 de la clona RPA-T4 

(BD Biosciences), a concentraciones finales de 0.001, 0.01, 0.1, 1.0, 10 y 50 nM. El cocultivo de los 

monocitos CD4+ con las células T Env+ en presencia de los inhibidores, se analizó después de 24 horas 

de incubación.  

 

 

6.6. Análisis por citometría de flujo 

 

 

La formación de células doble-fluorescentes (heterocariones) fue analizada mediante un 

citómetro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson), equipado con una lámpara de argón (488 nm) y con 

un diodo de emisión roja (635 nm). Con la finalidad de compensar correctamente y evitar la 

interferencia de la autofluorescencia, se utilizaron como control células no marcadas. Para optimizar la 

separación de las señales fluorescentes verde y roja, se utilizaron células teñidas no cocultivadas, 

durante el proceso de compensación.      

Los agregados celulares se disociaron justo antes de la adquisición de las muestras, 

resuspendiendo suavemente las células con ayuda de una micropipeta. Se adquirieron 10,000 eventos 

en total y se analizaron mediante el programa CellQuest (Becton-Dickinson), construyendo gráficas de 

puntos con los parámetros de tamaño (FSC-H) y granularidad (SSC-H) y gráficas de fluorescencia roja-

DiI (FL2-H) contra fluorescencia verde-DiO (FL1-H) para discriminar entre células no fusionadas 

(células con florescencia verde o roja) y células fusionadas (doble-fluorescentes).  

 

 

6.7. Análisis de la expresión de receptores (fenotipo) 

 

 

Para evaluar la expresión de receptores, las células cocultivadas durante 5 o 24 horas se 

cosecharon en tubos para citometría de flujo y se lavaron en 2 ml de PBS frío, adicionado con azida de 

sodio al 0.1% (buffer de lavado). Se prepararon soluciones con anticuerpos monoclonales anti-CD4, 

anti-CD28, anti-CD3 y anti-CD32, conjugados con el fluorocromo aloficocianina (APC) (BD Pharmingen, 

San Jose CA), agregando 20 µ l del anticuerpo/106 células, en un volumen final de 100 µ l de buffer de 
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tinción (PBS, azida de sodio al 0.1%,  suero normal de cabra al 2%). Las células resuspendidas en la 

solución con el anticuerpo se incubaron en hielo durante 30 min. El anticuerpo no unido se eliminó 

centrifugando las muestras en presencia de 2 ml de buffer de lavado.  

Para determinar la expresión intracelular de la molécula CD68, las células se fijaron con una 

solución de paraformaldehído al 4%, durante 15 minutos en hielo. Posteriormente, las células se 

permeabilizaron con saponina al 0.25%, durante 15 min a 37°C. Una vez permeabilizadas, las células 

se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD68 a una concentración de 0.5 µ g/106 células en 

buffer de tinción, durante 30 min en hielo. Las muestras se lavaron y se incubaron con un anticuerpo 

secundario conjugado a APC (APC-goat anti-mouse Ig), a una concentración de 0.25 µ g/106 células, 

durante 30 minutos, bajo las condiciones mencionadas. Finalmente, las células se lavaron y 

resuspendieron en 1 ml de PBS-azida para ser evaluadas en el citómetro de flujo.   

El análisis cuantitativo de la expresión de los receptores se llevó a cabo creando regiones para 

cada una de las 3 poblaciones celulares en las gráficas de fluorescencia (monocitos CD4+ no 

fusionados,  células T Env+ no fusionadas y heterocariones, fig. 6) y construyendo para cada población 

histogramas de fluorescencia en el canal FL4-H, donde se detecta al fluorocromo APC. A partir de los 

histogramas, se determinó el índice de fluorescencia media (IFM), calculado como el cociente entre la 

intensidad media de fluorescencia del anticuerpo específico y la intensidad media de fluorescencia del 

control de isotipo correspondiente. En todos los casos se consideró la  media geométrica de 

fluorescencia. 

 

 

   6.8. Cálculo de la estequiometría de la fusión 

 

 

El número de células incorporadas en los policariones se puede estimar, considerando el 

número de células que permanecen sin fusionar en un tiempo determinado, con respecto al número 

inicial de células en el cocultivo. Aunque la información proporcionada por el citómetro de flujo no 

corresponde al número absoluto de las células sino a su porcentaje, este valor refleja el número de 

células que se incorporan en los policariones. En un trabajo previo realizado en el laboratorio, se derivó 

una ecuación que permite el cálculo de la proporción de células CD4+ que se fusionan por cada célula 

T Env+ (CD4+/Env+). Esta ecuación, depende del valor R0 (que denota a la proporción inicial de células 

verdes y rojas), así como del porcentaje de células fusionadas y no fusionadas obtenidas al tiempo i 

(López-Balderas et al., 2007). En el presente trabajo, el parámetro denominado coeficiente de fusión 

(r), corresponde al promedio de células T Env+ que se fusionan por cada monocito CD4+ 
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(r=Env+/CD4+), dando lugar a los heterocariones, y adquiere el valor de 1 cuando los dos linajes 

celulares se fusionan en la misma proporción. El efecto de la presencia en exceso de una de las 

poblaciones celulares sobre la estequiometría de la fusión, se evaluó en cocultivos con proporciones 

iniciales 1:4, 1:1 y 4:1. El análisis se llevó a cabo después de un tiempo corto de incubación (5 horas), 

cuando el cambio en la proporción de las poblaciones en cocultivo no se ve afectado por la muerte o 

por la proliferación celular. Por lo tanto, en tiempos cortos de cocultivo, el cambio en las proporciones 

celulares pueden ser considerados como consecuencia de la fusión célula-célula (López-Balderas et 

al., 2007). 

 

 

6.9. Análisis de la viabilidad celular 

 

 

La viabilidad de las poblaciones celulares en cocultivo se evaluó mediante la doble tinción con 

7-amino actinomicina D (7-AAD) y Anexina-V acoplada al fluorocromo Cy5 (BD Pharminghen). Las 

células cocultivadas durante 5, 24, 48 y 96 h se cosecharon y lavaron con 2 ml de PBS. Posteriormente 

se resuspendieron en 800 µl de buffer de unión (0.1 M Hepes pH 7.4, 14 M NaCl, 25 mM CaCl2) y se 

adicionaron 1µl de Anexina-V y 1µl 7-AAD /105 células. Las muestras se incubaron a temperatura 

ambiente, protegidas de la luz durante 15 min antes del análisis por citometría de flujo.  

En este ensayo, las células no apoptóticas son negativas para 7-AAD y Anexina-V, mientras 

que las células en apoptosis temprana son negativas para 7-AAD y positivas para Anexina-V. Las 

células en apoptosis tardía son positivas para ambos reactivos (Schmid et al., 1994; van Engeland et 

al., 1998). Para realizar una compensación correcta durante el análisis por citometría de flujo, se 

utilizaron células DiO-Env+ y DiI-CD4+ tratadas con 3.1 µ g/ml camptotecina (Sigma), durante 14 h a 

37°C, como control positivo de apoptosis.  

 

 

6.10. Microscopía de fluorescencia 

 

 

Para evaluar mediante la técnica de microscopía de fluorescencia la presencia de células 

multinucleadas en los cocultivos entre células T Env+ fusogénicas y monocitos CD4+, se hizo una 

tinción con el colorante fluorescente Hoechst 33342 (Molecular Probes, Eugene, OR), a una 

concentración final de 10 µ M durante 15 minutos a 37°C. El análisis cuantitativo se realizó contando 
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cerca de 400 células totales y clasificándolas de acuerdo a su fluorescencia en monocitos CD4+ no 

fusionados (rojas-monomucleadas), células T Env+ no fusionadas (verdes-mononucleadas) y 

heterocariones (células verdes y rojas simultáneamente con 2 o más núcleos). 

 

 

6.11. Enriquecimiento de la población de heterocariones mediante citometía de flujo y 

estimulación con PMA-ionomicina 

 

 

 Para enriquecer a la población de heterocariones formados en cocultivos de 24 horas, las 

células fueron cosechadas y transferidas a tubos de 15 ml para ser lavadas con PBS y resuspendidas a 

una concentración final de 106 células/ml de PBS. La población de células doble-fluorescentes fue 

separada mediante un citómetro de flujo FACSaria (Becton Dickinson). De esta manera, se obtuvo una 

población de heterocariones enriquecida en un 76%.  

La población enriquecida de heterocariones fue cultivada en medio libre de suero AIM-V a una 

densidad de 0.2X106 células/400 µ l y adicionada con PMA a una concentración de 16 nM y ionomicina 

a una concentración de 268 nM, durante 14 horas. Bajo este estímulo de activación, se evaluó la 

expresión de la cadena de alta afinidad del receptor para la IL-2 mediante un anticuerpo anti-CD25 

acoplado a APC. Como control, se incubaron bajo las mismas condiciones monocitos CD4+ y células T 

Env+ mantenidas en monocultivo. 

 

 

6.12. Análisis estadístico 

 

 

La diferencia estadística entre grupos se determinó mediante el análisis de varianza (P<0.05), 

utilizando el programa Prisma (GraphPath Software, Inc). 
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VII. RESULTADOS 
 
 
7.1 Análisis por citometría de flujo de la fusión linfocito-monocito, inducida por las 

proteínas Env  del VIH-1  

 

7.1.1 Formación de células doble fluorescentes con alta complejidad citoplásmica  
 

 
Para el estudio in vitro de la fusión celular heterotípica mediada por las proteínas Env del VIH-

1, entre células de origen mieloide y de origen linfoide, utilizamos a la línea celular linfocítica Jurkat que 

se encuentra transfectada para expresar a las proteínas virales gp120/gp41 (células T Env+ 

fusogénicas), de manera semejante a como ocurre en una célula infectada por el virus. Asimismo, 

utilizamos células monocíticas de la línea THP-1 (monocitos CD4+) como células blanco, ya que 

expresan a las moléculas CD4 y CXCR4 que funcionan como receptor primario y correceptor para el 

VIH,  respectivamente (ver figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

Las células T Env+ fusogénicas marcadas con un colorante lipofílico fluorescente en verde 

(DiO-verde), se pusieron en cocultivo en proporción 1:1 con los monocitos CD4+ marcados con un 

colorante lipofílico fluorescente en rojo (DiI-rojo). La fusión célula-célula fue cuantificada después de 5, 

24, y 48 horas de cocultivo, mediante un método previamente caracterizado basado en la detección 

diferencial mediante citometría de flujo de células con fluorescencia verde y roja (doble fluorescentes), 

que corresponden a la población de células fusionadas, así como de células con una sola 

Fig 9. Expresión de las moléculas CD4 y CXCR4 en la membrana de monocitos de la línea celular THP-1. Se reporta el 
porcentaje de las células positivas para cada receptor. El histograma punteado corresponde al control de isotipo. 

93%  87%  

CXCR4 CD4 
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fluorescencia, ya sea verde o roja, que corresponden a las poblaciones de células no fusionadas 

(Huerta et al., 2002; Huerta et al., 2009).    

En las gráficas de fluorescencia roja contra fluorescencia verde de la figura 10A, se observa 

que después de 5 horas de cocultivo se formaron alrededor del 6% de células doble fluorescentes y 

esta población se incrementó con respecto al tiempo, hasta alcanzar un 20% después de 2 días de 

incubación.  

 

 

 

 

 

                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo con la señal SSC-H que describe la complejidad o granularidad del citoplasma 

celular, aproximadamente el 60% de las células doble fluorescentes presenta mayor granularidad que 

los monocitos CD4+ no fusionados (representado en las gráficas de granularidad contra tamaño de la 

Fig 10. Formación de células doble fluorescentes en cocultivos entre monocitos CD4+ marcados con un colorante 
fluorescentes en rojo y a) células T Env+ fusogénicas o b) células T Env+ no-fusogénicas, marcadas con un colorante 
fluorescentes en verde. Los cocultivos se incubaron durante 5, 24 y 48 horas y posteriormente se evaluaron mediante 
citometría de flujo. Para cada tipo de cocultivo se muestran las gráficas respectivas de granularidad (SSC-H) contra 
tamaño (FSC-H), en donde se resalta con puntos negros la distribución de las células doble fluorescentes. 
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figura 10A y en los histogramas de la figura 11A). En cambio, la distribución de tamaño de la población 

de células doble fluorescentes, relacionada con la señal FSC-H, se traslapa con la distribución de 

tamaño de los monocitos CD4+ no fusionados (fig. 11B). Estos resultados sugieren que las células 

doble fluorescentes que presentan una complejidad citoplásmica semejante a la de las células 

individuales podrían ser fusiones pequeñas, mientras que las de mayor granularidad podrían 

corresponder a células multinucleadas que incorporaron un mayor número de células individuales.  

 

  

  

 

 

 

 

  

 

El proceso de fagocitosis es característico de las células del linaje monocito/macrófago, aunque 

su eficiencia es dependiente del estado de diferenciación celular (Maródi et al., 1991). Se ha 

determinado que los monocitos, además de ser menos eficientes para fagocitar que los macrófagos, 

son altamente dependientes de opsoninas tales como anticuerpos y proteínas del sistema del 

complemento (Maródi et al., 1991). Para descartar que la formación de células doble fluorescentes en 

los cocultivos sea producto de la fagocitosis de células T por parte de los monocitos, se hicieron 

cocultivos entre los monocitos CD4+ y células T Jurkat transfectadas con una mutante del gen env para 

expresar a la proteína gp41 con una mutación F/Y en el péptido de fusión (células T Env+ no-

fusogénicas). Previamente, se ha determinado que esta mutación afecta negativamente la  capacidad 

de las proteínas virales para inducir la fusión de membranas  (Cao et al., 1996; Huerta et al., 2009). De 

esta manera, la formación de células doble fluorescentes en cocultivos donde la fusión dependiente de 

Env no puede ocurrir, indicaría que los monocitos fagocitaron a las células T Env+. En la figura 10B, se 

Células T Env+ 
Monocitos CD4+ 
Células doble  
fluorescentes 

---- Células T Env+ 
Monocitos CD4+ 
Células doble  
fluorescentes 

---- 

Fig 11. Distribución de a) granularidad (SSC-H) y b) tamaño (FSC-H), correspondiente a cada una de las tres poblaciones 
celulares en cocultivo: células T Env+ no fusionadas, monocitos CD4+ no fusionados y células doble fluorescentes. 

A) B) 

Tamaño-FSC-H Granularidad-SSC-H 
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observa que los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ no-fusogénicas, producen 

únicamente del 1 al 2% de células doble fluorescentes, aún después de 48 horas de incubación. Estos 

resultados indican que la formación de células doble fluorescentes no es producto de la fagocitosis de 

células T Env+, mientras que sí es dependiente de la capacidad fusogénica de las proteínas Env 

expresadas por las células T.  

 

 

7.1.2 Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET)  en la población de 
células doble fluorescentes  

 
 

 

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se observó que la fusión linfocito-linfocito produce 

sincicios con una intensidad de fluorescencia roja incrementada por lo menos 4 veces con respecto a la 

fluorescencia roja de las células no fusionadas, marcadas con el colorante DiI-rojo (Huerta et al., 2006). 

Este efecto podía deberse a la incorporación de muchas células rojas en los sincicios, o bien, a la 

transferencia de energía del colorante DiO-verde hacia el colorante DiI-rojo, dado que sus espectros de 

emisión y absorción, respectivamente, se encuentran traslapados (ver apéndice I). Al teñir de manera 

simultánea células T Jurkat CD4+  con ambos colorantes, se observó el mismo incremento de la 

fluorescencia roja que se detectaba en las células fusionadas. El aumento de la intensidad de la 

fluorescencia roja fue directamente proporcional a la concentración del colorante DiO-verde utilizada 

para teñir a las mismas células. De esta manera, se comprobó que el incremento de la fluorescencia 

roja en los sincicios se debe principalmente a FRET (Huerta et al., 2006). Asimismo, la detección de 

FRET en células doble fluorescentes formadas en cocultivos entre células CD4+ y células Env+ teñidas 

de manera independiente con cada colorante, sugiere la fusión de las membranas que conlleva a la 

interacción entre los fluorocromos.  

Por lo tanto, para apoyar la evidencia de la formación de heterocariones por la fusión de las 

membranas de monocitos CD4+ y de células T Env+ fusogénicas, se evaluó la aparición de FRET en la 

población de células doble fluorescentes. Para esto, se hicieron cocultivos entre células T Env+ 

fusogénicas teñidas con concentraciones crecientes del colorante DiO-verde (5.2 µM, 15.6 µM y 31.2 

µM) y monocitos CD4+ teñidos con una concentración constante del colorante DiI-rojo (3.1 µM).  En la 

figura 12A, se observa que la población de células doble fluorescentes (R1) se desplaza hacia una 

región de mayor intensidad de fluorescencia roja, conforme se incrementa la concentración del 

colorante verde. La figura 12B indica que este incremento fue de hasta 7 veces con respecto a la 

intensidad media de fluorescencia roja de los monocitos CD4+ no fusionados, sugiriendo la producción 
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del FRET. En la figura 12A, también se puede observar una población de células doble fluorescentes 

negativas para el FRET, que comprende alrededor del 2% (R2) y que podría corresponder a agregados 

celulares. 
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Fig 12. Intensidad media de fluorescencia roja en heterocariones formados en cocultivos de monocitos CD4+ marcados 
con una concentración constante de DiI-rojo y células T Env+ fusogénicas marcadas con diferentes concentraciones de 
DiO-verde. La media geométrica de la fluorescencia roja de los monocitos CD4+ no fusionados fue de 73.  
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7.2. Detección de heterocariones por microscopía de fluorescencia  

 

El análisis mediante microscopía de fluorescencia de los cocultivos entre células T Env+ 

fusogénicas y monocitos CD4+, incubados durante 24 horas, reveló la presencia de células 

multinucleadas, con fluorescencia verde y roja (fig. 13), confirmando la generación de heterocariones. 

El porcentaje de células doble fluorescentes obtenidas por citometría de flujo fue congruente con el 

porcentaje de heterocariones obtenido mediante el conteo por microscopía de fluorescencia: 12.15% y 

12.86%, respectivamente. 
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7.3. Efecto de inhibidores de la fusión celular mediada por las proteínas Env del VIH-1 

sobre la formación de heterocariones  

 

 
Para determinar si la formación de heterocariones depende del receptor CD4 y de las proteínas 

de la envoltura del VIH, los monocitos CD4+ fueron preincubados durante 30 minutos con el péptido 

sintético T-20 o con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 que previamente se ha reportado como 

inhibidor del proceso de infección y de la fusión célula-célula mediado por Env (Hu et al., 2004; 

Sakamoto et al., 2003). Asimismo, el péptido T-20 de 36 aminoácidos, interfiere durante el proceso de 

fusión al unirse a la región N-terminal de la gp41 que tiende a formar hélices alfa (Furuta et al., 1998). 

 Los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas o no-fusogénicas, en 

presencia de los inhibidores de la fusión, se analizaron mediante citometría de flujo después de 24 

horas de incubación. La figura 14, muestra que tanto el anticuerpo anti-CD4 como el péptido T-20 son 

Fig 13. Microscopía de fluorescencia de cocultivos entre células T Env+ (fluorescencia verde) y monocitos CD4+ 
(fluorescencia roja) incubados durante 24 horas. Las células doble fluorescentes son indicadas con flechas. El DNA fue 
teñido con Hoechst 33342 (fluorescencia azul). Aumento: 40x.  
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capaces de inhibir la fusión heterotípica con una eficiencia semejante. El 50% de los heterocariones fue 

inhibido con una concentración (IC50) de 7.8 nM de anti-CD4 y con una concentración de 6.6 nM de T-

20. En cambio, el bajo porcentaje de células doble fluorescentes que se forma en los cocultivos entre 

células T Env+ no-fusogénicas y monocitos CD4+, no es afectado por los inhibidores, apoyando la 

hipótesis de que esta población corresponde a células agregadas de manera inespecífica y no a 

células fusionadas.    
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Fig 14. Inhibición de la fusión heterotípica mediante un anticuerpo monoclonal anti-CD4 y el péptido sintético T-20. Se 
reporta el porcentaje de fusión (células doble fluorescentes) en presencia de concentraciones crecientes de los inhibidores 
en cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas (símbolos rellenos) o células T Env+ no fusogénicas 
(símbolos abiertos).  
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7.4 Viabilidad de los heterocariones 

 

La pérdida de la integridad de la membrana y la muerte por apoptosis se determinó de manera 

simultánea tanto en los heterocariones como en las células no fusionadas, evaluando su capacidad 

para incorporar a la 7-aminoactinomicina D (7-AAD) y su unión a la Anexina-V (acoplada al fluorocromo 

Cy5), en un ensayo con cuatro fluorescencias. En la figura 15, se muestra el análisis mediante 

citometría de flujo de la viabilidad de cada una de las tres poblaciones celulares, en un cocultivo de 48 

horas. En la tabla 1, se reporta la cinética de la viabilidad de las células en cocultivo, así como de 

células mantenidas en monocultivo (células control) por un período de 96 horas. Se puede observar 

que hay una pérdida progresiva de la viabilidad de los heterocariones a lo largo del tiempo de cocultivo, 

alcanzado un 50% después de 4 días de incubación. Durante las primeras 48 horas, la viabilidad de los 

heterocariones fue similar a la de las células T Env+ no fusionadas, que también mostraron un 

porcentaje importante de muerte celular con respecto al tiempo de incubación. En cambio, la viabilidad 

de los monocitos CD4+ no fusionados y de los monocitos control, se mantuvo por arriba del 90%.  
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Fig 15. Análisis por citometría de flujo de la viabilidad de las células en cocultivo después de 48 horas de incubación. A) 
Selección de regiones para cada una de las tres poblaciones celulares. B) Análisis de cada región en cuanto a su 
porcentaje de incorporación de 7-AAD y/o Anexina-V. Las células que unen ambos reactivos se consideran como en 
apoptosis tardía. 



 

 
 

Tiempo de 
cocultivo (h) 

Células T Env+ 
Control ( % ) 

Células T Env+ 
No fusionadas 

 ( % ) 
Monocitos CD4+ 

Control ( % ) 

Monocitos CD4+ 
no fusionados  

( % ) 
Heterocariones 

( % ) 

0 91.1±1.3 90.8±1.4 97.6±2.0 96.6±2.7 - 

5 95.6±1.9 95.2±2.1 96.8±0.8 96.2±0.3 83.7±1.2c 

24 85.9±4.8 88.2±4.1 97.8±0.1 94.3±2.0 77.6±1.1c 

48 75.0±6.5a 79.8±9.3 96.8±0.6 94.7±1.7 68.2±1.9c 

96 72.3±0.3a 67.0±0.8a 89.4±1.7 93.2±0.1 50.3±0.3b,c 
 
 
 
 

 

 

 

 

7.5. Composición celular de los heterocariones  

 

 

Conforme avanza el tiempo de cocultivo, ocurre un cambio en el número de células verdes y 

rojas que se asocia con el progreso de la fusión. Este cambio, puede ser evaluado con respecto a la 

cantidad inicial de células que se colocan en el cocultivo y, mediante una expresión matemática 

derivada previamente en nuestro grupo de trabajo, se puede estimar la cantidad de células que se 

reclutan en los policariones (López-Balderas et al., 2007). Esta ecuación considera al valor R0, que 

corresponde a la proporción inicial de células Env+ : CD4+ en el cocultivo, así como a los porcentajes de 

células fusionadas y no fusionadas al tiempo i. A través de estos valores obtenidos mediante el análisis 

por citometría de flujo, se determina finalmente el coeficiente de fusión r, que define a la relación 

Env+/CD4+, es decir, a la cantidad de células Env+ que se fusionan por cada célula CD4+. Cuando r 

adquiere el valor unitario indica que las células se fusionan en proporción 1:1. Para determinar si el 

coeficiente de fusión se afecta al colocar en exceso a una de las dos poblaciones celulares, se 

estudiaron cocultivos con proporciones iniciales Env+ : CD4+  aproximadas a 1:4, 1:1 y 4:1.   

La figura 16A, muestra que el porcentaje de células Env+ disminuye conforme ocurre la 

formación de heterocariones, mientras que el porcentaje de células CD4+ permanece casi constante a 

lo largo del tiempo de cocultivo. Este comportamiento sugiere que las células T Env+ se reclutan en 

mayor proporción que los monocitos CD4+. La figura 16B, muestra el valor del coeficiente de fusión r en 

función de la proporción inicial de los cocultivos, R0. Se puede observar que las células T Env+ se 

* Se reporta el porcentaje de células viables, es decir, negativas para la incorporación de 7-AAD y la unión de Anexina-V.   
a P< 0.05 con respecto al tiempo cero de las mismas condiciones de cultivo  
bP<0.05 con respecto a las células Env+ no fusionadas a las 96 hrs  
cP<0.001 con respecto a los monocitos CD4+ no fusionados en el tiempo correspondiente 

Tabla 1. Viabilidad* de los heterocariones, de las células no fusionadas y de las células control 



 

fusionan en mayor proporción que los monocitos, aún cuando estos últimos se adicionan en exceso, tal 

como se observa en el caso donde R0= 0.25 y r adquiere un valor aproximado a 1.5. Conforme 

aumenta el valor de R0, se fusionan más células Env+ de tal forma que r puede alcanzar un valor 

aproximado de 4. Esto significa que en los cocultivos con proporciones iniciales 4:1 (R0=4), los 

heterocariones tienen una composición celular promedio de 4 células T Env+ por cada monocito CD4+.  
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Fig. 16. Composición celular o estequiometría de los heterocariones. A) Cinética de los porcentajes de células 
fusionadas y no fusionadas en cocultivos de monocitos CD4+ y células T Env+ fusogénicas. Los resultados son 
representativos de 3 experimentos independientes. B) Coeficiente de fusión o índice estequiométrico r para cocultivos 
con diferentes proporciones iniciales (R0) Env+ :CD4+. El análisis se llevó a cabo después de 5 horas de cocultivo. En 
este caso, cada punto representa el promedio de tres experimentos independientes. 

A) 

B) 

t (h)  

%
 E

ve
nt

os
  

Env +:CD4+ proporción inicial del cocultivo 

E
nv

+ /C
D

4+  c
oe

fic
ie

nt
e 

de
 fu

si
ón

 (
 

r 
) 



 

7.6 Análisis de la expresión de receptores 

 

Para determinar si la fusión entre células de origen mieloide y linfoide genera heterocariones 

que conservan la expresión de moléculas características de ambos linajes celulares, se llevó a cabo el 

análisis del fenotipo en las tres poblaciones de células en cocultivo. En forma paralela, se analizó el 

fenotipo de monocitos CD4+ y células T Env+ mantenidas en cultivos independientes, como un control 

de la expresión normal de receptores, sin efecto del cocultivo. Las moléculas de membrana CD3 y 

CD28 fueron analizadas como marcadores linfoides, mientras que CD4 y CD32 se evaluaron como 

marcadores expresados por los monocitos. Asimismo, se evaluó la presencia del antígeno intracelular 

CD68 que ha sido considerado como un marcador mieloide, ya que es expresado en muy bajo nivel por 

células de origen linfoide (Holness et al., 1993; Pulford et al., 1990). En la tabla 2, se indica el 

porcentaje de células positivas para cada marcador y en la figura 17 se reporta el índice de 

fluorescencia media (IFM) como un parámetro relacionado con el nivel de expresión o bien, la cantidad 

de moléculas expresadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 

 

 

  a Los cocultivos y monocultivos se analizaron después de 24 horas de incubación.  
               Los resultados reportados representan a la media ± SD de 3 experimentos independientes 

 

  
 

 MonocitosCD4+  Células T Env+ fusogénicas Heterocariones 

 Control Cocultivados Control Cocultivados  

Antígeno % % % % % 

CD4 87.7 ± 2.9 79.5 ± 3.1 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 44.1± 5.4 

CD28 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 98.0 ± 0.9 98.6 ± 0.8 89.4 ± 4.7 

CD3 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 58.2 ± 6.1 57.0 ± 7.3 52.3 ± 10.0 

CD32 93.1 ± 1.6 94.9 ± 2.2 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 95.8 ± 0.8 

CD68 87.3 ± 2.0 89.6 ± 4.8 45.0 ± 10.3 45.1 ± 7.4 89.2 ± 5.8 

Tabla 2. Porcentaje de células cocultivadas o en monocultivo (control), que expresan a los diferentes       
marcadores mieloides y linfoidesa  



 

A partir de la tabla 2, se observa que las moléculas CD3 y CD28 se encuentran ausentes en la 

membrana de los monocitos, mientras que CD4 y CD32 no son expresados por las células T Env+. En 

tanto, CD68 se expresa en ambos tipos de células, aunque en mayor cantidad y por un mayor 

porcentaje de monocitos CD4+. Al comparar los porcentajes de células no fusionadas y células control 

positivas para cada receptor, se puede observar que no hubo cambios por efecto del cocultivo. En el 

caso de los heterocariones, también se observa que coinciden los porcentajes de células no fusionadas 

y control con los porcentajes de heterocariones positivos para los receptores CD28, CD3 y CD32. 

Además, se puede notar que el porcentaje de heterocariones que expresan a la molécula CD68 

coincide con el porcentaje de monocitos CD68+.  

Aunque el receptor CD4 es normalmente expresado por los linfocitos T cooperadores, se 

puede observar que esta molécula no se encuentra presente en la membrana de las células T Env+ 

(tabla 2). Este resultado es consistente con reportes previos en los que las células infectadas por el 

VIH-1, o transfectadas para expresar a las proteínas gp120/gp41, carecen de la expresión de CD4 a 

nivel de la membrana plasmática (Cao et al., 1996; Crise et al., 1990; Rivera-Toledo et al., 2010; 

Stevenson et al., 1988). Por lo tanto, en nuestro modelo de estudio, la expresión de CD4 se encuentra 

restringida a la población de monocitos. De acuerdo con la tabla 2, mientras que el 88% de los 

monocitos es positivo para CD4, a las 24 horas de cocultivo tan solo el 44.1% de los heterocariones 

expresa esta molécula con una IFM≈4, lo que equivale a una tercera parte del nivel de expresión 

detectado en los monocitos no fusionados y control (IFM ≈ 12).  

Por otro lado, cuando se evaluó el nivel de expresión de los receptores linfoides CD3 y CD28 

en la membrana de los heterocariones, se encontró una reducción del 64.3% y del 58.6%, 

respectivamente, con respecto a las células T Env+ no fusionadas y control. En cambio, el nivel de 

expresión de los marcadores mieloides CD32 y CD68, se conservó entre los heterocariones y los 

monocitos CD4+ no fusionados y control. La figura 18 muestra el análisis estadístico de los cambios en 

el nivel de expresión de los marcadores linfoides y mieloides en los heterocariones, con respecto a las 

células control después de 6 y 24 horas de cocultivo.  

En resumen, se puede resaltar que el nivel de expresión de los marcadores linfoides se 

encuentra reducido de manera importante en la membrana de los heterocariones.   
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Fig. 17. Expresión de marcadores linfoides y mieloides en cada una de las tres poblaciones celulares presentes en 
cocultivos incubados durante 24 horas. Se reporta la intensidad de fluorescencia media (IFM).  La línea punteada 
corresponde al control de isotipo.  
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7.7. Respuesta de los heterocariones al estímulo con PMA-ionomicina 

 

 

La síntesis de la cadena alfa que forma parte del receptor para la IL-2 (CD25), es un evento 

que ocurre de manera temprana durante la activación de células de origen linfoide (Abraham and 

Weiss,  2004). Previamente, se ha reportado que las clonas E6 y HXBc2 de la línea celular Jurkat, 

expresan CD25  en respuesta a varios agentes químicos, incluyendo la combinación del éster de forbol 

PMA y un ionóforo de calcio como la ionomicina (Abraham and Weiss, 2004; Rivera-Toledo et al., 

2010). Considerando que los heterocariones expresan bajos niveles de los marcadores linfoides CD3 y 

CD28, se llevó a cabo un ensayo para evaluar su capacidad para expresar el marcador de activación 

CD25. Para esto, los heterocariones fueron enriquecidos en un 75% mediante citometría de flujo y 

posteriormente fueron tratados con PMA-ionomicina. En forma paralela, se corrieron ensayos con 

células T Env+ y monocitos CD4+ en monocultivo, tratados bajo las mismas condiciones que las células 

fusionadas. Después de 14 horas, se analizó la expresión de CD25 mediante inmunofluorescencia 

directa. La figura 19, muestra que el 87.2±3.1% de las células T Env+ control expresa a la molécula 
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Fig. 18. Niveles de expresión de las moléculas CD4, CD28, CD3, CD32 y CD68 en los heterocariones formados después 
de 6 y 24 horas de cocultivo. La IFM está expresada como el porcentaje de fluorescencia en los heterocariones con 
respecto a las células control. Los resultados se reportan como la media±SD de tres experimentos independientes. Los 
valores de P se calcularon mediante el análisis de varianza. 



 

CD25, mientras que tan solo se expresa en el 22.0±1.6% de los heterocariones. Con respecto al nivel 

de expresión, se observó que los heterocariones expresan aproximadamente 5 veces menor cantidad 

de CD25 que las células T Env+. No se observó expresión de CD25 en los monocitos CD4+. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

7.8 Cambios morfológicos en los cocultivos donde ocurre la formación de los 

heterocariones 

 

La diferenciación de los monocitos CD4+ de la línea THP-1 en macrófagos, puede ser inducida 

mediante el tratamiento con PMA o vitamina D3. Este tratamiento induce cambios fenotípicos y 

funcionales, tales como el incremento del volumen del citoplasma con respecto al núcleo, mayor 

adhesión, el aumento de la capacidad fagocítica y la regulación negativa de marcadores de membrana 

como el TLR-2 y CD14 (Daigneault et al., 2010).  

El análisis por microscopía de luz de los cocultivos entre monocitos CD4+ y células T Env+ 

fusogénicas y no fusogénicas, reveló la presencia de numerosas células alargadas, aparentemente 

adheridas a las placas de cultivo, únicamente en los cocultivos donde se generan los heterocariones. 
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Fig. 19. Efecto del estímulo con PMA-ionomicina sobre la expresión de CD25 en la membrana de heterocariones 
enriquecidos por citometría de flujo y células T Env+. Se reporta el porcentaje de células positivas con su respectiva IFM. 
Los resultados corresponden a la media±SD de dos experimentos independientes.  



 

En cambio, las células de los cocultivos con células T Env+ no fusogénicas, mantuvieron una forma 

esférica y se mantuvieron principalmente en suspensión (fig. 20).  

 

 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 20. Cambios morfológicos en los cocultivos donde ocurre la fusión heterotípica. Cocultivos entre monocitos CD4+  y A) 
células T Env+ fusogénicas o B) células Env+ no fusogénicas. Se resaltan con flechas algunas de las células con morfología 
extendida.  
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VIII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

La formación de células multinucleadas durante la infección por el VIH es un evento que ha 

sido ampliamente observado tanto en cultivos in vitro de linfocitos T, como en el tejido linfoide y del 

sistema nervioso central de pacientes afectados por el virus (Frankel et al., 1986; Klatzmann et al., 

1984; Lifson et al., 1986; Ryzhova et al., 2002). Aunque existen pocos trabajos orientados hacia el 

estudio del papel que desempeñan estas células fusionadas, se ha sugerido que podrían participar 

durante la patogénesis del SIDA (Budka et al., 1986; Perfettini et al., 2008; Steain et al., 2008; Zhao et 

al., 2001). El análisis de los receptores expresados por las células multinucleadas presentes en tejidos, 

ha sugerido que son originadas por la fusión entre células del linaje mieloide (Bhoopat et al., 2006; 

Dargent et al., 2000; Frankel et al., 1996; Orenstein and Wahl, 1999), a pesar de que los linfocitos T 

CD4+ son uno de los blancos principales del virus. El presente trabajo de investigación, reporta 

evidencia de la fusión heterotípica entre monocitos CD4+ y células T Env+, que produce heterocariones 

con una baja expresión de marcadores linfoides (CD3, CD28, CD25), pero con una expresión 

conservada de marcadores mieloides (CD32, CD68). 

 

 

8.1. Evidencia de la fusión heterotípica linfocito-monocito in vitro, mediada por las 

proteínas Env del VIH-1 

 

 

Previamente, algunos estudios realizados in vitro han mostrado que la fusión entre células de 

diferentes linajes puede llevarse a cabo durante la infección por el VIH. Por ejemplo, en uno de ellos se 

reportó que los macrófagos derivados de monocitos de sangre periférica son susceptibles a la infección 

por el VIH y que, al igual que las células linfoides, expresan en su membrana plasmática las proteínas 

virales gp120/gp41, lo que les confiere la capacidad para fusionarse con líneas de células T CD4+ no 

infectadas (Crowe et al 1992).  En caso, se observó que la interacción entre células dendríticas y 

linfocitos T derivados de piel humana, favorece de manera importante la replicación del VIH-1 sin la 

necesidad de un estímulo exógeno, y que esta interacción es propensa a la formación de 

heterocariones en donde ocurre principalmente la producción del virus (Pope et al, 1994). En ambos 

reportes, el método para estudiar la fusión celular fue la microscopía de fluorescencia o de campo 

claro.  

En el presente trabajo, la fusión heterotípica linfocito-monocito fue evaluada mediante un 

ensayo cuantitativo por citometría de flujo, que ha sido aplicado previamente para el estudio de la 



 

fusión homotípica linfocito-linfocito, dependiente de las proteínas Env del VIH-1 (Huerta et al., 2002; 

Huerta et al., 2006; López-Balderas et al., 2007; Rivera-Toledo et al., 2010). De esta manera, se reunió 

evidencia de que las células doble fluorescentes formadas en los cocultivos entre células T Env+ 

fluorescentes en verde y monocitos CD4+ fluorescentes en rojo, corresponden a verdaderos 

heterocariones. La posible formación de células doble fluorescentes debida a la fagocitosis de células T 

por parte de los monocitos, fue descartada cuando se observó que esta población no se genera cuando 

los monocitos CD4+ son cocultivados con células T que expresan una mutante no fusogénica de las 

proteínas Env. Además, mediante ensayos de inhibición se determinó que tanto el receptor CD4 como 

las proteínas Env expresadas en la membrana de las células T, son responsables de la formación de 

las células doble fluorescentes. Las concentraciones del péptido T-20 y del anticuerpo anti-CD4 

capaces de inhibir el 50% de la fusión heterotípica, fueron congruentes con las concentraciones 

reportadas para la inhibición de la fusión virus-célula y célula-célula (Hu et al., 2004; Liu et al., 2005). 

La detección de FRET entre los colorantes DiO y DiI en las células doble fluorescentes, indica que 

ocurrió la mezcla de las membranas teñidas con cada uno de ellos, apoyando la evidencia de que esta 

población celular corresponde a heterocariones. Finalmente, el análisis de los cocultivos mediante 

microscopía de fluorescencia, confirmó la presencia de células multinucleadas con fluorescencia verde 

y roja cuyo porcentaje coincidió con el obtenido mediante la técnica de citometría de flujo.  

Una ventaja de la citometría de flujo es que, además de proporcionar datos cuantitativos de las 

poblaciones celulares analizadas, también permite evaluar parámetros cualitativos tales como el 

tamaño, basado en el diámetro de la partícula analizada (señal FSC-H) y la granularidad, dependiente 

de la complejidad del citoplasma celular (señal SSC-H). En el caso de los heterocariones, se encontró 

que la media de la distribución de la granularidad es mayor que la media correspondiente a las células 

no fusionadas, tal como se esperaría después de la fusión entre dos o más células. Sin embargo, la 

media de la distribución del tamaño (señal FSC-H) no mostró incremento alguno y se mantuvo 

semejante a la distribución de tamaño de los monocitos CD4+ no fusionados. Esta discrepancia entre 

los dos parámetros, se puede explicar por las características propias de los detectores para las señales 

FSC-H y SSC-H (ver apéndice II). Mientras que un incremento pequeño en el diámetro celular no 

produce un aumento importante en la señal FSC-H, el evidente incremento en la señal SSC-H se debe 

a la alta sensibilidad del detector a los cambios en el índice de refracción celular (Robinson et al., 

2003). Estos resultados son acordes con las observaciones realizadas por microscopía de 

fluorescencia, que indican que una gran proporción de las células doble fluorescentes tienen entre 2 y 3 

núcleos, sugiriendo que la mayoría de las células fusionadas son pequeñas.   

 

 



 

8.2. Fenotipo de los heterocariones linfocito-monocito 

 

 

Como era de esperarse, la fusión entre células mieloides y linfoides genera células que 

expresan moléculas de ambos linajes celulares. El hallazgo de que el porcentaje de heterocariones que 

expresa CD3, CD28, CD32 y CD68 es semejante al porcentaje de las células individuales positivas 

para cada receptor, indica que el proceso de reclutamiento celular durante la fusión es de tipo aleatorio, 

e independiente de estos receptores. Sin embargo, se encontró que ocurre una reducción importante 

en la cantidad de moléculas linfoides CD3 y CD28 en la membrana de los heterocariones (de acuerdo 

con la IFM), con respecto a las células no fusionadas. En cambio, los niveles de expresión de los 

marcadores mieloides CD32 y CD68 se mantuvieron constantes. Estos resultados sugieren que 

después de la fusión linfocito-monocito puede activarse un proceso de regulación negativa específico 

para los marcadores linfoides. Una explicación alternativa podría ser que durante el proceso de fusión, 

se reclutan principalmente aquellas células T con bajos niveles de expresión de CD3 y CD28. Sin 

embargo, no se detectó en la población de células T Env+ no fusionadas una disminución selectiva de 

células con baja expresión de CD3 o CD28. Por el contrario, las distribuciones de fluorescencia 

correspondientes a las células no fusionadas y a las células control, mostraron traslapamiento en el 

caso de ambos receptores.  

Con respecto al receptor CD4, se observó que es expresado por el 90% de los monocitos, 

mientras que las células T Env+ son negativas para el mismo; por lo tanto, solo puede ser adquirido por 

los heterocariones a partir de las células mieloides. Sin embargo, se encontró que el contenido de CD4 

en las células fusionadas está reducido de manera importante, con respecto a los monocitos CD4+ 

control y no fusionados, tanto en porcentaje como en la IFM.  

Aunque en este trabajo no se estudiaron los mecanismos responsables de la reducción de la 

expresión de los receptores, se ha descrito que las células infectadas por el VIH o transfectadas para la 

expresión de Env, tienen una expresión reducida de CD4 debido a la formación de complejos CD4-

gp160 en el retículo endoplásmico, que evitan el transporte de este receptor hacia la membrana 

plasmática (Crise et al., 1990). La fusión entre las células T Env+/CD4¯ y los monocitos CD4+ podría 

favorecer la formación de complejos intracelulares Env-CD4 reduciendo la expresión de CD4 en la 

membrana de los heterocariones. Por otro lado, se ha descrito que durante el proceso de fusión de 

membranas la gp120 se puede disociar del complejo tri-molecular de fusión (CD4-Env-correceptor) 

quedando en forma soluble y con la capacidad para interaccionar con el CD4, favoreciendo su 

internalización (Amadori et al., 1992; Cefai et al., 1992; Geleziunas et al., 1994). De esta manera, 

también es posible considerar que la interacción entre la forma soluble de gp120 y CD4, podría afectar 



 

la unión del anticuerpo anti-CD4 utilizado para evaluar su expresión, o bien, inducir su internalización 

evitando finalmente su detección en la membrana de los heterocariones.  

El receptor CD4 participa en la respuesta quimiotáctica dependiente de PKC frente a la IL-16 

(Parada et al., 1996), tanto en células mieloides como en linfoides (Center et al, 1996). Asimismo, se ha 

reportado que la interacción entre CD4 y la IL-16 puede inhibir la activación de células T en presencia 

de su antígeno específico (Ogasawara et al, 1999) evitando en consecuencia, la replicación del VIH 

cuando se estudian células infectadas (Maciaszek et al., 1999). Por lo tanto, la fusión entre linfocitos T 

infectados con el VIH y monocitos CD4+, podría generar heterocariones CD4─ resistentes a la 

superinfección por el VIH y además, refractarios a la quimiotaxis frente a la IL-16 y a la actividad anti-

viral de esta citocina. El hecho de que entre el 70 y el 90% de los monocitos de sangre periférica 

expresan el receptor CD4 (Kazazi, et al1989; Tuttle et al., 1998), sugiere que podrían ser susceptibles a 

la fusión mediada por las proteínas gp120/gp41 durante su infiltración en tejidos.  

La participación de las células T en la formación de heterocariones in vivo, podría ser difícil de 

determinar como consecuencia de la baja o nula  expresión de los marcadores linfoides. En general, ha 

sido poco frecuente la búsqueda de receptores linfoides durante el análisis del fenotipo de las células 

multinucleadas presentes en tejidos de pacientes. Hasta ahora, varios trabajos han mostrado la 

expression de marcadores de origen mieloide como HAM-56, RCA-1, MAC-387, CD68, S-100, HLA-DR 

y lisozima (Dargent et al., 2000; Eilbott et al., 1989; Orenstein and Wahl, 1999; Rinfret et al., 1991), 

mientras que un solo trabajo reportó la ausencia de CD3 en células multinucleadas presentes en 

adenoides de pacientes, las cuales fueron identificadas como sincicios derivados de células 

dendríticas. (Frankel et al., 1996). Estas observaciones no descartan la posibilidad de que ocurra la 

fusión entre linfocitos infectados y monocitos/macrófagos en sitios de inflamación, en donde ocurre una 

importante infiltración celular. Sin embargo, la falta de expresión de los marcadores linfoides podría 

afectar su identificación como heterocariones. 

Anteriormente, reportamos que la fusión homotípica entre células T Env+ y células T CD4+ 

genera sincicios que conservan la expresión de sus marcadores linfoides, así como la capacidad para 

expresar CD25 e IL-2 en respuesta al estímulo con PMA-ionomicina (Rivera-Toledo et al., 2010). Por el 

contrario, bajo el mismo estímulo de activación, los heterocariones expresaron niveles muy bajos de 

CD25 con respecto a las células T Env+ no fusionadas, sugiriendo la pérdida del fenotipo linfoide a 

pesar de que las células T se fusionan en mayor proporción que los monocitos (ver análisis de la 

estequiometría). Asimismo, la expresión conservada de los marcadores mieloides CD32 y CD68 indica 

que el fenotipo mieloide podría ser dominante después de la fusión. Los cambios morfológicos en 

algunas células presentes en los cocultivos donde ocurre la fusión heterotípica, sugiere que 

precisamente son los heterocariones quienes adquieren una forma extendida. Esta hipótesis es 



 

apoyada por la observación de que los cultivos de células doble fluorescentes enriquecidas mediante 

citometría de flujo, contienen principalmente células con forma extendida. Aún así, es necesario llevar a 

cabo estudios funcionales para determinar si realmente ocurre el predominio del fenotipo mieloide 

sobre el linfoide.  

Bajo nuestras condiciones experimentales, el 50% de los heterocariones permanece viable 

después de 4 días de cocultivo. De manera interesante, se encontró que la cinética de viabilidad de los 

heterocariones es semejante a la cinética de las células T Env+, sugiriendo que la señal de muerte es 

iniciada en las células T y puede ser transferida a los heterocariones en donde continúa al proceso de 

apoptosis.   

Este trabajo, sugiere un posible origen heterólogo para las células multinucleadas detectadas 

en tejidos de individuos infectados por el VIH. Sin embargo, se requiere realizar otros estudios para 

determinar los mecanismos responsables del cambio en el fenotipo y la funcionalidad de los 

heterocariones, a fin de entender las implicaciones de estas células multinucleadas en la patogénesis 

del SIDA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

IX. CONCLUSIONES 

 

 

1. Las células T Jurkat que expresan a las proteínas Env del VIH, son capaces de fusionarse in 

vitro con monocitos CD4+/CXCR4+ de la línea THP-1. 

 

2. La fusión heterotípica linfocito-monocito es mediada por las proteínas Env del VIH y por el 

receptor CD4. 

 

3. Los heterocariones se encuentran compuestos principalmente por células T Env+.  

 

4. El 50% de los heterocariones se mantiene viable después de 4 días de cocultivo. 

 

5. Los heterocariones expresan marcadores linfoides y mieloides. 

 

6. La fusión linfocito-monocito induce la reducción de la cantidad de receptores linfoides CD3 y 

CD28, expresados por los heterocariones.  

 

 

7. Los heterocariones tienen una capacidad reducida para expresar a la molécula CD25 en 

respuesta al estímulo de activación con PMA-ionomicina. 

 

8. Los marcadores mieloides CD32 y CD68 son conservados por los heterocariones, sugiriendo 

un predominio del fenotipo mieloide.  

 

9. En este trabajo, se sugiere que la fusión linfocito-monocito podría ocurrir in vivo durante la 

infección por el VIH, generando heterocariones con un fenotipo mieloide.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

APÉNDICE I 
 
 
 

ESPECTROS DE EMISIÓN-ABSORCIÓN 

 

 

 

 

 

                   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Longitud de onda 

Figura 21. Espectro de emisión del colorante fluorescente DiO-verde y espectro de absorción del colorante 
fluorescente DiI-rojo. Se observa el traslape entre ambos espectros, lo que explica el fenómeno de FRET. Cuando 
los colorantes se encuentran a distancias muy cortas, la energía emitida por el DiO puede ser absorbida por el DiI, 
mostrando mayor intensidad de fluorescencia roja. 

DiO 
emisión 

DiI 
excitación 



 

 
APÉNDICE II 

 

RESPUESTAS DE LOS DETECTORES DE LAS SEÑALES FSC-H Y SSC-H, EN FUNCIÓN DEL 

DIÁMETRO DE LA PARTÍCULA ANALIZADA 

 

 
 
 
 
 
 
 

   

Figura 22. Respuesta del detector para FSC-H (forward scatter) en función del diámetro de las partículas analizadas. 
En este caso se trata de esferas de poliestireno. Nótese que no hay un incremento constante de la señal con 
respecto al diámetro de las esferas. 

Figura 23. Respuesta del detector para SSC-H (side scatter) en función del diámetro de las partículas analizadas. En 
este caso se trata de esferas de poliestireno. Nótese el incremento constante de la señal con respecto al diámetro de 
las esferas (excepto para 4 y 5 µm). 
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