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RESUMEN

Las células infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan en
su membrana el complejo fusogénico molecular Env, compuesto por las glicoproteinas virales
gpl120 y gp4l. La expresion de Env permite la fusion de las membranas citoplasmaticas de las
células infectadas y de las células no infectadas CD4" circundantes, llevando a la formacion de
policariones o0 sincicios. Se ha reportado frecuentemente la presencia de policariones

infectados en los 6rganos linfoides y sistema nervioso central de individuos infectados con VIH.

Por otra parte, la presencia en la sangre de virus capaces de inducir la formacion de
sincicios en cultivos de las células T, se asocia a una perdida acelerada de células T CD4" y
progresion a SIDA. El papel de los policariones durante la infeccion del VIH ha sido

escasamente estudiado.

Linfocitos T y células del linaje monocito/macréfago interactian estrechamente durante
la respuesta inmune y ambas son blanco del VIH. Las proteinas Env podrian inducir estos tipos

celulares a fusionarse y formar heterocariones.

Esta posibilidad ha sido estudiada anteriormente en nuestro laboratorio utilizando
cocultivos de células de la linea linfocitica Jurkat que expresan el complejo Env, con células
monociticas de la linea THP-1, las cuales son CD4"/CXCR4". Para detectar la formacién de
heterocariones, se utilizé el marcaje diferencial de los dos tipos celulares con los colorantes
fluorescentes DIO (verde) y Dil (rojo) y el andlisis por citometria de flujo de las células con
fluorescencia mixta. Los resultados obtenidos mostraron que las proteinas de envoltura del
VIH-1 son capaces de inducir la fusion monocito-linfocito. Sin embargo era importante

caracterizar a los heterocariones resultantes en su fenotipo y actividad celular.



La presente tesis incluye la caracterizacion de los heterocariones formados in vitro,
analizando la expresién de marcadores linfoides (CD3, CD28) y mieloides (CD32, CD68)
después de 1, 2 y 3 dias de cocultivo, asi como su actividad fagocitica por medio de citometria
de flujo y microscopia de fluorescencia. Para todos los ensayos se incluyé la adicion del
péptido sintético inhibidor de fusién T-20, para inhibir la fusion celular y para detener la
incorporacion de células adicionales en los heterocariones ya formados. De esta manera se
determind que la expresion los de marcadores de superficie durante 3 dias de cocultivo, no se

modificara debido a células recientemente incorporadas en los heterocariones.

Los resultados mostraron que los heterocariones expresaron los marcadores mieloides
de manera estable y similar a la linea parental monocitica THP-1, mientras que la expresion de
los marcadores linfoides se vio fuertemente reducida. Por otra parte, mediante un ensayo de
fagocitosis dependiente de receptores Fc, mostramos que los heterocariones fueron capaces
de fagocitar eritrocitos opsonizados. La capacidad fagocitica de los heterocariones también fue
similar a la de la linea THP-1. En conjunto, los resultados obtenidos indican que las proteinas
de fusion del VIH-1 inducen la formacion de heterocariones con fenotipo mieloide estable, que

poseen actividad fagocitica y presentan cambios morfolégicos.



INTRODUCCION

1. Antecedentes

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la subfamilia lentivirus de la
familia Retroviridae y produce una infeccién crénica en el hospedero que lentamente inhabilita
su sistema inmune. El VIH ataca principalmente a las células que expresan el receptor CD4 y
un correceptor de quimiocinas de la familia CXC o CC (CXCR4 o CCRS5 respectivamente ). La
presencia del correceptor es fundamental ya que se ha observado que la expresion de CD4,
aunque requerida para la union del virus a la célula, no es suficiente para una infeccion

productiva en ausencia de estos correceptores (1).

Para que el VIH infecte a una célula, es indispensable la interaccion del complejo Env
con CD4 y correceptor. Esto permite el acercamiento de las membranas, la fusion de estas y la
internalizacién de la capside del VIH en la célula blanco. Una vez internalizado, las enzimas
virales convierten el RNA viral en DNA y lo integran al material genético de la célula. Esta
sintetiza las proteinas virales necesarias para replicar nuevos viriones que tomaran una porciéon

de la membrana de la célula y saldrdn como nuevos virus (2).

Como consecuencia de la infeccién, la célula infectada expresa el complejo Env en su
propia membrana, lo cual le confiere la capacidad de fusionarse con otras células CD4" vy
formar células gigantes multinucleadas llamadas policariones (sincicios y heterocariones),

(3,4,41).



Figura 1. Sincicios generados in vitro por la fusion entre células Jurkat Env yCD4 despues de 5 horas de cocultivo. tefiidos con
Giemsa. Se puede apreciar la heterogeneidad de los sincicios generados. A) Sincicio binucleado. B) Sincicio con 5 ntcleos. C)
Célula multinucleada. ). Figura utilizada con permiso de Elsevier Ltd: [ScientificWorldJournal] (35), copyright (2009).

2. Proteinas de fusién

Las proteinas que conforman el complejo de fusion Env son gp120 y gp41 (ver figura 2),
las cuales estadn asociadas de manera no covalente en la envoltura viral y en la membrana de
las células infectadas. La proteina gp120 presenta regiones variables y conservadas. Como se
puede ver en la figura 2, las regiones variables se denominan V1 a V5. Algunos estudios han
sugerido que estas regiones conservadas y variables en conjunto determinan la capacidad
infecciosa y la formacion de sincicios. La proteina gp120 también tiene sitios de glicosilacion
altos en manosa o carbohidratos de tipo complejo. Un factor potencial que influye en la
interaccion de Env con el receptor CD4 es el grado de glicosilacion de gp120. En la actualidad

se propone que este complejo Env se encuentra agrupado en trimeros (5,44, 45).

Para que este complejo promueva el acercamiento de membranas y la posterior
internalizacién viral, es necesaria la interaccion con el receptor CD4 y alguno de los

correceptores CCR5 o CXCR4. (Figuras 3y 4) (6, 7).

La proteina gp41 consta de una region extracelular, una transmembranal y un dominio
citopladsmico. En el extremo amino-terminal de la gp41 se encuentra el péptido de fusion, una

region rica en aminodacidos hidrofébicos.
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Figura 2. Modelos de las proteinas de envoltura viral gp120 (izquierda) y gp41.Se muestran las regiones de alta variabilidad de la
gp120 (V1,V2,V3,V4,V5). Y las regiones de gp41l involucradas en el proceso de fusién de membranas. (7). Imagen adaptada con
permiso de Elsevier Ltd: [AIDS Res Hum Retroviruses] (7), copyright (1989).
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Figura 3. Reconstruccion de una particula viral obtenida por tomografia crioelectronica que muestra las espiculas formadas por las
proteinas de la envoltura viral interactuando con el receptor celular CD4 y el correceptor CCR5. Imagen adaptada con permiso de
Macmilan Publishers Ltd: [Nature] (6), copyright (2006).
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Figura 4. Modelo de Fusién de membranas inducida por el complejo Env. Imagen adaptada de Chernomordik et al 2008. Imagen
adaptada con permiso de Macmilan Publishers Ltd: [Nat Struct Mol Biol] (8), copyright (2008).

3. Mecanismo de fusién de membranas

La interaccién de un trimero de gpl120 con el receptor celular CD4 y un correceptor
activa el complejo Env y provoca la fusién de las membranas del virus y la célula blanco. La
interaccion de gpl20 con un correceptor (CCR5 o CXCR4) promueve cambios
conformacionales en la estructura trimérica de gp41, exponiendo su péptido de fusion, el cual
se inserta en la membrana celular (figura 4). Posteriormente la proteina gp4l promueve el
acercamiento de las membranas y la formacion de un poro que permite la internalizacién de la

capside viral a la célula (8).

La fusion de membranas viral y celular es susceptible a la inhibicion por medio de
anticuerpos (anti-CD4, anti-gp41, anti-gp120) y a péptidos sintéticos (T-20, C34) analogos a

regiones de gpl120 y gp41l que inhiben cambios conformacionales del complejo Env (43).



4. Policariones

Diversos estudios han revelado la presencia de policariones en biopsias de tejido
linfatico de pacientes asintomaticos infectados con el VIH y de individuos que murieron por
SIDA asi como en chimpancés infectados con el virus de inmunodeficiencia en simios (SIV).
También se encontraron sincicios derivados de macrofagos en cerebro y médula espinal de

pacientes infectados con el VIH (9-18).

Resulta entonces de gran interés la presencia de policariones en 6rganos que sufren

deterioro conforme los pacientes progresan a SIDA.

El papel de los policariones en la infeccién por el VIH ha sido escasamente estudiado.

Hay evidencias que sugieren que los policariones podrian tener relevancia en la
patogénesis del VIH actuando como reservorios virales que facilitan la replicacién viral (29, 30),
produciendo citosinas inflamatorias y provocando dafio a tejidos, actuando como sitios
favorables para la recombinacién genética del virus, reduciendo el namero de células del
sistema inmune disponibles y llevandolas a apoptosis. También se ha relacionado la presencia
de policariones en pacientes con su progresion a SIDA (18, 19, 22, 23, 25,27).

Hay evidencias de que los policariones encontrados in vivo presentan los marcadores de la
linea de los macréfagos. Otros estudios sugieren presencia de marcadores provenientes de
células dendriticas (18, 22, 23, 24).

También se ha reportado la presencia de linfocitos multinucleados en 6rganos linfoides.

Los linfocitos T y células de la linea monocito macréfago expresan los receptores y

correceptores necesarios para la infeccion por VIH y son el blanco principal de este virus (25).



Estudios in vitro de formacion de sincicios por fusién celular realizados en nuestro
laboratorio, han mostrado que la fusion celular es un proceso heterogéneo, obteniendo

policariones de diferente tamafio y composicion celular (33, 34).

Los linfocitos T y las células del linaje monocito/macréfago expresan los receptores para
VIH (CD4 y molécula correceptora) y son los blancos principales del virus (36). Es posible que
células infectadas que expresan el complejo Env interactiien con células CD4" del mismo o
diferente linaje celular y formen sincicios o hetericariones in vivo. Los heteorcariones podrian

conservar o modificar el fenotipo proporcionado por las células parentales (37, 40).

Para examinar esta posibilidad en nuestro laboratorio se ha estudiado ampliamente la
formacion de sincicios in vitro y también la formacion de heterocariones utilizando células
Jurkat que expresan de manera estable el complejo viral de fusién Env (células Env®) y
monocitos o linfocitos que expresan el receptor CD4. Las células Env+ y CD4+ son marcadas
con los marcadores lipofilicos fluorescentes DiO y Dil, respectivamente, y son cocultivadas
durante un minimo de 5 horas. Los cocultivos son analizados por citometria de flujo para
detectar heterocariones, los cuales se manifiestan como células con fluorescencia mixta. (33-

35).

En nuestro sistema experimental se han utilizado diversos criterios para distinguir estas
células fusionadas y células agregadas. Uno es la manifestaciéon de FRET en las células con
fluorescencia mixta, un fendmeno en el que el espectro de emision del colorante DiO se
traslapa con el de absorcion del colorante Dil (ver apéndice) y aumenta la energia de éste y su
fluorescencia, lo cual s6lo ocurre a distancias muy cortas. Como consecuencia, la fluorescencia
roja esta incrementada en las células fusionadas con respecto a las no fusionadas (36). Otros
criterios son el aumento de tamafio y granularidad de las células con fluorescencia mixta e

inhibicion de fusion en grupos control.



El fenotipo y la actividad celular de los heterocariones formados in vitro por las lineas

celulares monociticas y linfociticas, no han sido ampliamente caracterizados.

La determinacion de la funcionalidad de los heterocariones es de gran interés para

nosotros para determinar su potencial bioldgico en la infeccién por el VIH.

Resultados obtenidos previamente en el laboratorio, muestran que hasta 20% de las
células en los cocultivos corresponden a heterocariones. Un calculo de la composicién celular
de la poblacién de heterocariones, sugiere que la relacion linfocito-monocito es 1:1 en la
poblaciéon a las 48 horas de cocultivo. La fusién no se lleva a cabo cuando se utilizan células
Env' no fusogénicas o cuando se adiciona inhibidor especifico de la fusién antes del cocultivo
(el péptido sintético T-20, el cual interfiere con el cambio conformacional que sufre gp120 al

contacto con el receptor CD4 de la célula blanco) (Ver figuras 5y 6) (41).
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Resultados preliminares habian mostrado también que los marcadores mieloides CD32
y CD68 se expresaban eficientemente en los heterocariones obtenidos después de un dia de
cocultivo, mientras que la expresion de los marcadores linfoides CD28 y CD3 fué escasa
(Figura 7 y Ref. 41). Sin embargo, el analisis de la expresion de estos marcadores a diferentes
tiempos de cocultivo era necesario para determinar la estabilidad del fenotipo de los

heterocariones.

13
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En observaciones preliminares al microscopio de luz, se observé que en los cocultivos
donde habia formacién de heterocariones, consistentemente se presentaban células alargadas
y aparentemente adheridas a las placas de cultivo, mientras que en los cocultivos en donde se
utilizaron de células Env+ no fusogénicas (células 522F/Y), no se observaron células con esta
morfologia (figura 8). Fué entonces evidente que habia necesidad de determinar si las células

con apariencia diferente correspondian a heterocariones.

Figura.8. Cambios morfolégicos que ocurren en cocultivos donde hay fusién heterotipica. A) cocultivo entre monocitos y células
Env® fusogénicas. B) Cocultivo entre monocitos y células Env* no fusogénica. Imagen utilizada con permiso de Elsevier Ltd: [Exp
Mol Pathol] (41), copyright (2011).

También se analizé previamente la viabilidad de los heterocariones formados hasta las
96 horas mediante una doble tincion con 7-amino-actinomicina y Anexina-V (marcadores de
apoptosis). Se observd que a las 96 horas los heterocariones presentaban una viabilidad del
50% similar a la de las células linfociticas no fusionadas, mientras que las células monociticas

presentaron una viabilidad por arriba del 90% (Tabla 1).
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Células T Env+ Monocitos CD4+
Tiempo de Células TEnv+  No fusionadas Monocitos CD4+ no fusionados Heterocariones

cocultivo (h) Control ( %) (%) Control ( %) (%) (%)
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+1.2¢
24 85.9+4.8 88.2+4.1 97.8+0.1 94.3+2.0 77.6+1.1°
48 75.0£6.52 79.8+9.3 96.8+0.6 94.7+1.7 68.2+1.9¢
96 72.3+0.32 67.0+0.82 89.4+1.7 93.2+0.1 50.3£0.30¢

Tabla 1. Viabilidad de los heterocariones, y las células no fusionadas. Tabla utilizada con permiso de Elsevier Ltd: [Exp Mol Pathol]
(41), copyright (2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que células T que expresan las
proteinas de fusion del VIH-1 son capaces de fusionarse con células monociticas CD4". Los

heterocariones asi formados mostraron un fenotipo predominantemente mieloide

El conocimiento de la estabilidad del fenotipo mieloide de los heterocariones, asi como
la determinacion de su funcionalidad, son importantes para determinar el potencial biolégico de

la fusion linfocito-monocito en la infeccion por el VIH-1

HIPOTESIS

Los heterocariones formados in vitro por la fusién de células linfociticas y monociticas
expresaran establemente hasta 72 horas los marcadores correspondientes a un fenotipo
predominantemente mieloide. En congruencia, mostraran una actividad fagocitica similar a la

de células monociticas.

OBJETIVO

Caracterizar fenotipica y funcionalmente a los heterocariones formados in vitro por las

lineas celulares THP-1 (CD4", monocitica) y HxBc2 (Env’, linfocitica).
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OBJETIVOS PARTICULARES

Inducir fusion celular in vitro utilizando cocultivos de la linea monocitica THP-1 y la linea
linfocitica HXBc2, determinando el porcentaje de fusion durante 24 horas y el efecto de
la adicion de T-20.

. Analizar la expresion de los marcadores CD3, CD28 (linfociticos), CD32 y CD68
(monociticos) a 24, 48 y 72 horas de cocultivo, utilizando el péptido inhibidor T-20 para
evitar la modificacion del fenotipo debido a la incorporacion de nuevas células a los
heterocariones.

Determinar si los heterocariones tienen actividad fagocitica en un ensayo de fagocitosis
dependiente de receptores Fc.

Observar por microscopia de fluorescencia la actividad fagocitica de los heterocariones.

Examinar la morfologia de los heterocariones por microscopia de fluorescencia
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METODOLOGIA

1. Anticuerpos utilizados (marca “BD Pharmingen™?”)
Purified Mouse anti-CD68 (Cat. 556059 BD).

APC goat anti-mouse Ig (Cat. 550826 BD).

Anti-CD32-APC (Cat. 559769 BD).

APC mouse IgG,y, Isotype control (Cat. 555745 BD).

Anti- CD3-APC (Cat. 340440).

Anti- CD28-APC (Cat. 559770).

APC mouse IgG; Isotype control (Cat. 555751).

2. Lineas celulares

HXBc2: Linea celular Jurkat, transfectada para expresar las proteinas de membrana
gpl120/gp41 del VIH. Esta linea celular proviene de la transfeccion estable de células Jurkat
E6-1 con 2 plasmidos diferentes, uno contiene los genes env y rev de la cepa HXBc2 del VIH-1
acoplados al operador de tetraciclina y a una secuencia de resistencia a higromicina. El
segundo cuenta con el activador VP16 del citomegalovirus unido a un represor dependiente de
tetraciclina y a una secuencia de resistencia a geneticina para su expresion constitutiva. En
ausencia de tetraciclina se induce la expresion del complejo proteico viral gp120/gp41. (Figura

9) (47).
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522 F/Y: Ceélula transfectada con un plasmido que contiene el gen env del VIH pero
presenta una sustitucion F/Y (de fenilalanina-tirosina) en la posicién 522, en el NH2 terminal

de gp41 y es no fusogénica (47).

(A

\B/ >
tTA

-

BE® (==

Pro env poly A

Figura 9. Sistema inducible de la sintesis de las proteinas gp120 y gp41 (Env) en las células 522 y HXBc2. La proteina tTA (que
contiene al activador VP16 y un represor tet) se une al operador tet en ausencia de tetraciclina activando rio arriba al promotor de
citomegalovirus y la expresion del gen env (Pro). Imagen Utilizada con permiso de Elsevier Ltd: [J Virol] (47), copyright (1996).

Las células monociticas THP-1 (CD4" /CXCR4"), fueron obtenidas del ATCC (American
Type Culture Colection).

Las células HXBc2 (Hx) y 522 F/Y (Env') y THP-1 (CD4"), se cultivan en suspension en
botellas T-75, con medio RPMI, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado. Las
células Env*® son cultivadas con de 1 uL/mL de tetraciclina, 4 yL/mL de higromicina y 4 uL/mL

de geneticina. Los cultivos se mantienen a 37 °C con 5% de CO, (47).
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Las células CD4" son cultivadas en presencia de 100U/ml de penicilina, 100 yg/ml de
estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 100 yM de aminoacidos no esenciales y 1 mM de

piruvato de sodio.

3. Induccion de la expresidn del complejo Env:

Se trasfirieron las células Hx y 522 a tubos de 50 mL y se centrifugaron a 1150 rpm por
3 minutos.

Se decantd el sobrenadante y se adicion6 40 mL de PBS 1X estéril (1 Mm NaH,PO,, 5.6
Mm Na,HPO,, 126 Mm NacCl, pH 7.2), se resuspendié y se volvié a centrifugar y decantar.
Después de repetir el lavado 2 veces, las células se transfirieron a nuevas botellas y se
resuspendieron en medio RPMI suplementado con los antibi6ticos (higromicina y geneticina (4
pl/ml).

Se incubaron las células a 37°C con 5% de CO, (maximo 3 dias para la expresion de

las glicoproteinas gp120/gp41 del VIH).

4. Marcaje

Las células se centrifugaron a 1150 rpm por 3 min para decantar el sobrenadante.

Se resuspendieron en RPMI suplementado, se tomaron 10 ul que se colocan en un tubo
eppendorf (no estéril) con 90 ul de azul tripano.

Se realizé un conteo celular por medio de microscopia en hemocitometro para ajustar a
un maximo de 5-15 X 10 6 células viables en 1 mL.

Se adicionaron los colorantes de membrana lipofilicos fluorescentes, DiO (perclorato de
3,3 -dioctadeciloxacarbocianina), fluorescente en verde, Dil (perclorato de 1,1 -dioctadecil-
3,3,3",3 -tetrametilindocarbocianina), fluorescente en rojo y DID (1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'"-
tetramethylindodicarbocyanina perclorato) fluorescente en naranja usando las siguientes
cantidades: (Dil 1:10 (rojo)= 5 o 9 yL/mL de medio (THP-1) DiO 1:30 (verde)=15 uL/mL medio
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(Hx/522) DID stock 5uL/mL ) (Hx/522) (ver figura 10). Las células se resuspendieron y se
incubaron por 15 y 20 min con agitacion moderada y después se lavaron 2 veces con RPMI
de lavado.

Se centrifugaron 3 min a 1150 rpm y se retira el sobrenadante. Se resuspendieron en

RPMI suplementado, agregando los antibiéticos a las HX y 522.

a)
! Region polar
Cadenas
hidrofébicas
b)
Coloramerqo ma“evm R HsG CH, H4C /[CHy
CH=CM = \”:‘< ,\) (CH=CH),—CH
‘“.”21’ Yohy ) ,‘j s Hohz “f”z)w
ek, cr, ~«H3 CH, CH3 CHy
cic o o, : (o]o]
C Dil 4 DiO 4 DID

Figura 10. Estructura quimica de colorantes lipofilicos: Dil, DiO y DIiD. A) esquema de la insercion de las moléculas Dil, DiOy DID
en la membrana celular. B) Estructura de las cabezas polares.

5. Ensayo de fusién

Para determinar el porcentaje de células doble fluorescentes se marcaron las células
CD4" con el colorante fluorescente de membrana Dil y las Env® con DiO como se describid en
la seccion anterior.

Las células marcadas fueron cocultivadas por duplicado en placas de cultivo de 48

pozos, tomando 400,000 células de cada tipo marcado por pozo. La cuantificacién de células
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dobles fluorescentes se realiz6 por citometria de flujo a las 24 horas de cocultivo a 37 grados
centigrados.

Para inhibir la fusion celular, se utilizé el péptido sintético T-20 que une a la proteina
fusogénica gpl120 e inhibe el cambio conformacional de gp41 requerido para la interaccion de

Env con el receptor celular CDA4.

6. Analisis por citometria de flujo

El andlisis de los heterocariones se realizd por citometria de flujo en el instituto de
investigaciones biomédicas utilizando los equipos modelo FACSCan (Becton Dickinson),
FACSCalibur (Becton Dickinson ) y Attune (Applied Biosystems) y los programas de analisis
Cell Quest (Becton Dickinson ) y Attune citometric software (Applied Biosystems). Se
capturaron 10,000 eventos para cada condicién y se utilizaron células marcadas con un solo

color para ajustar los parametros iniciales del citémetro de flujo.

7. Inmunofenotipificacion

Para determinar el fenotipo predominante en los heterocariones formados, se analizé la
expresion de marcadores linfoides (CD3 y CD28) y mieloides (CD32 y CD68) por
inmunofenotipificacion por citometria de flujo utilizando los anticuerpos correspondientes
acoplados al fluorocromo aloficocianina (APC). Se tomaron 10 mL del cultivo de

heterocariones sin marca, colocandolos en tubos de 15 mL, centrifugando y decantando.
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En la siguiente tabla se describen los marcadores linfoides y mieloides analizados y su

funcion:

Marcador celular Tipos celulares que lo Funcion
presentan

CD3 Linfocitos T Asociado con el TCR, promueve
sefiales de activacion via TCR.

CD28 Linfocitos T Coestimulacion,  proliferacién y
supervivencia, produccién de
citocinas y desarrollo de células T-
Helper.

CD32 Monocitos, macréfagos, células NK, | Receptor para inmunoglobulinas G.

etc. Citotoxicidad dependiente de
anticuerpos mediada por células,
fagocitosis.

CD68 Monocitos y Macréfagos Homdblogo humano de la
macrosialina. Limpieza de restos
celulares, promocion de fagocitosis,
activacion de macréfagos.

Tabla 2. Marcadores analizados en los ensayos de inmunofenotipificacién y su funcién general. (Informacién adquirida del NCBI
Gene).

Se lavaron con 1 mL de PBS 1X/Azida de sodio (0.1%) por 3 min, centrifugando a 2000
rpm y resuspendiendo en 1 mL de PBS 1X/Azida de sodio (0.1%)/SNC (2%), ajustando a 0.5 X

10° células en 50 uL de PBS 1X/Azida de sodio (0.1%)/SNC (2%).
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Se colocaron 50 L de la suspension ajustada en tubos de FACS en hielo. Se incubaron
en hielo y oscuridad durante 30 min, eliminando el anticuerpo no unido lavando 1 vez con 2 mL
de buffer (PBS/Azida de sodio 0.1%), centrifugando y resuspendiendo en 500 pyL de PBS

1X/Azida de sodio 0.1%. Las muestras se analizaron en el citémetro de flujo FACSCalibur.

Ensayo de fagocitosis

Para evaluar la capacidad fagocitica de los heterocariones formados, se fusionaron las
células CD4" sin marca con las células Env® marcadas con Dil (rojo), agregando después de
24 horas el inhibidor de fusion T-20 para evitar incorporacion de nuevas células a los

heterocariones

A las 48 horas, 2.5 millones de células de los pozos de cocultivos fueron centrifugados e
incubados en presencia de 1 pyL/mL de citocalasina-D a 200 pyM (control de fagocitosis) o
DMSO 1 uL/mL (vehiculo de citocalasina-D). Se incubaron a 37 grados centigrados por 2 horas

en tubos eppendorf de 1 mL.

Se lavaron los eritrocitos de carnero con 1mL de PBS BSA ( 0.1%) vy se les agreg6 300
ML (diluciéon 1:300) de anticuerpo anti-eritrocito monoclonal de conejo producido en el
laboratorio, incubando 30 minutos en hielo. Se lavaron los eritrocitos con 1 mL de PBS y
resuspendidos en 300 pyL de PBS. Se les agreg6é 300 uL de biotina (1 ug/mL), incubando 20

minutos en hielo.

Se volvieron a lavar los eritrocitos y se les agregé streptoavidina-APC (300 pL de

dilucion 1:300) y se dejaron incubar 30 minutos en hielo.

Se lavaron los eritrocitos, se resuspendieron con las células del cocultivo y se dejaron

incubar a 37 grados en tubos eppendorf de 1 ml. Se sometié a los heterocariones a un shock

25



hipoténico agregando 1 mL de agua doblemente desionizada por 10 segundos. Se analizaron
los cocultivos incubados con los eritrocitos marcados en busca de heterocariones con

fluorescencia mixta y positiva para el marcador fluorescente APC.

8. Microscopia de fluorescencia

Las células que fueron sometidas a ensayo de fagocitosis también fueron observadas

por microscopia de fluorescencia. Se utilizé el microscopio confocal LSM 5 PASCAL (Zeiss).

Las células vivas (sin fijar) se colocaron en placa para muestras en fresco y se llevaron

al cuarto de microscopia del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Se tomaron 60 fotografias para la fluorescencia verde, roja y APC. Para analizar el
porcentaje de células los heterocariones con fluorescencia mixta se utilizé el programa Image J

(NIH) y se realiz6 un conteo total de células para determinar el porcentaje de heterocariones.

9. Andlisis estadisticos

En los ensayos de inmunofenotipificacion se analizé la diferencia del indice de
intensidad media de fluorescencia de grupos utilizando el analisis de varianza (P=0.05),
utiizando el programa Sigma Stat (Systat Software). El indice de intensidad media de
fluorescencia se obtuvo restando la intensidad media fluorescente del pegado especifico del
anticuerpo y la del control de isotipo, dividiendo entre la del isotipo. Se obtuvo la media

geométrica de los indices de intensidad media fluorescente para su analisis estadistico.

26



RESULTADOS

1. Inmunofenotipificacion.

Para analizar la expresién de marcadores linfoides y mieloides en los heterocariones, se
realizaron ensayos de fusion utilizando los colorantes lipofilicos DiO (verde) y Dil (rojo) como se
describié en la metodologia. Después de analizar la fusion celular por citometria de flujo y su
inhibicion utilizando el péptido sintético T-20 (tabla 3 y figura 11), se inmunofenotipificaron los
heterocariones y las células no fusionadas con anticuerpos monoclonales asociados al
fluorocromo APC. Para descartar la posibilidad de que nuevas células incorporadas a los
heterocariones pudieran modificar su fenotipo, se agregé el péptido inhibidor de fusién T-20 a
los cocultivos después de 24 horas de incubacién cuando se tenia un 12% de células
fusionadas. Se analiz6 la intensidad de fluorescencia y el porcentaje de células que expresaron
los marcadores linfoides y mieloides a 24, 48 y 72 horas de cocultivo, estandarizando los datos

obtenidos.

Analizando el porcentaje de expresion de los marcadores, observamos que los
heterocariones y monocitos no fusionados, presentan una tendencia similar de expresion (tabla

4).

Al analizar la intensidad de fluorescencia para cada marcador, también pudimos
observar que la tendencia de los marcadores mieloides en los heterocariones es muy similar a
la mostrada por los monocitos no incorporados (figuras 12, 13 y 14). La expresion de
marcadores linfoides y mieloides en los heterocariones con péptido inhibidor T-20 fue similar al
de los heterocariones sin inhibidor de fusion. De manera contrastante observamos que los
marcadores linfoides se encuentran expresados en bajos niveles en comparacion a la de los
linfocitos que no se fusionaron.
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La tendencia de intensidad de fluorescencia de los marcadores se mantuvo hasta las 72
horas de cultivo de heterocariones (figuras 13 y 14). Los resultados anteriores nos sugieren que
los heterocariones conservan el fenotipo mielode aportado por los monocitos que se
incorporaron, sin embargo el fenotipo linfoide correspondiente a los linfocitos, disminuye

considerablemente.

Dia Cocultivo (porcentaje de fusion) Cocultivo + T-20 (porcentaje

de fusidn control)

1 13.65 1.2
2 17.25 0.80
3 16.72 1.01 (figura 11)

Tabla 3. Porcentaje de células con fluorescencia mixta obtenidas en ensayo de inmunofenotipificacion. Los datos representan la
media geométrica de duplicados del porcentaje de fusion por dia. Como control de fusién se agreg6 el péptido T-20 a pozos
adicionales al momento de cocultivar las células.

THP-1 + Hx Env™ THP-1 + Hx Env * + T-20

Dil
D=

Dio Dil-A

Figura 11.Ejemplo de control de fusion. Inhibicion de la fusion celular utilizando el péptido sintético T-20.

28



Marcadores linfoides

Marcadores mieloides

CD3 porcentaje

CD28 porcentaje

CD32 porcentaje

CD68 porcentaje

+ T-20

Media SD Media SD Media SD Media SD
Linfocitos 76.05 3.79 86.76 2.72 23.99 0.50 30.59 0.19
Monocitos 24.09 0.32 28.76 3.84 82.77 0.39 88.34 0.15
Heterocariones | 24.01 021 24.03 2.10 84,53 0.25 89.04 0.12
Heterocariones | ., o 0.40 21.34 1.23 80.45 0.56 86.90 0.56

Tabla 4. Porcentaje de expresién de marcadores linfoides y mieloides en los cocultivos de células Env’ y THP-1. Promedio de
expresion de 3 ensayos a 48 horas de cocultivo. Media geométrica y desviacion estandar (SD)
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Figura 12. Intensidad de fluorescencia para marcadores linfoides y mieloides analizados a las 48 horas de cocultivo con adicion de
T-20. En morado se representa el anticuerpo control isotipo (pegado inespecifico).
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Figura 13. Promedio de los indices de intensidad media de fluorescencia y desviaciones estandar para los marcadores linfoides
analizados hasta 3 dias. La linea verde con tridangulos A representa a los linfocitos no fusionados. La linea azul con rombos ¢
representa a los heterocariones sin T-20.La linea roja con cuadrados m representa los heterocariones con T-20. La linea morada
con circulos erepresenta a los monocitos no fusionados.
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Figura 14. Promedios de los indices de intensidad media de fluorescencia y desviaciones estandar para los marcadores mieloides
analizados hasta 3 dias. La linea verde con triangulos A representa a los linfocitos no fusionados. La linea azul con rombos ¢

representa a los heterocariones sin T-20.La linea roja con cuadrados m representa los heterocariones con T-20. La linea morada
con circulos e representa a los monocitos no fusionados.
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2. Fagocitosis

Dados los resultados anteriores, fue de nuestro interés estudiar la actividad fagocitica

de los heterocariones, ya que los monocitos presentan una alta actividad fagocitica.

Para analizar esta posibilidad, los heterocariones formados fueron puestos en contacto
con eritrocitos de carnero biotinilados y opsonizados. Estos eritrocitos fueron marcados con
estreptoavidina acoplada al fuorocrompo APC. Los eritrocitos no fagocitados fueron removidos

del medio de cultivo por medio de un shock hipoténico con agua desionizada.

Posteriormente se analizaron los heterocariones por citometria de flujo en blsqueda de
células con fluorescencia mixta que presentaran incorporacion de APC el cual se detecto en el

canal de fluorescencia FL-4.

Como control negativo se utilizd citocalasina-D, un metabolito que inhibe la
polimerizacién de actina de citoesqueleto y por lo tanto inhibe la fagocitosis. También como
control, se incubaron los heterocariones con eritrocitos a 4 grados centigrados para inhibir el

metabolismo celular y por lo tanto la actividad fagocitica.

Los resultados obtenidos mostraron que en promedio un 50% de los heterocariones
presentan actividad fagocitica, en un porcentaje similar al de las células THP-1 (figuras 15y 16,
tabla 5). Esto resulta interesante, ya que la actividad fagocitica de los heterocariones no se ve
disminuida en comparacion a la de los monocitos precursores, reiterando una dominancia del
fenotipo mieloide en los heterocariones. Como era de esperar los linfocitos no presentaron
actividad fagocitica (figura 15). También observamos que en los heterocariones tratados con
citocalasina-D y temperatura de 4 grados centigrados, hubo una inhibicibn de la actividad

fagocitica (figura 16).
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restantes se analiza la internalizacion de eritrocitos (marcados con APC) por las células con fluorescencia mixta.
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Eritrocitos opsonizados

Eritrocitos no opsonizados

Media Desviacion Media Desviacion
geomeétrica estandar geomeétrica estandar
Monocitos 51.04 % 6.30 1.37% 0.12
Linfocitos 0.57 % 0.13 0.48 % 0.34
Heterocariones 47.02 % 4.33 2.18% 0.05
Control 4 grados 0.51 % 0.03
Control Cit-D 0.17 % 0.01

Tabla 5. Porcentaje de actividad fagocitica en células monociticas y linfociticas no fusionadas, heterocariones y controles. Se
presenta la media geométrica de datos obtenidos en 3 diferentes ensayos de fagocitosis con duplicados y su desviacion estandar.
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3. Microscopia de fluorescencia

Los heterocariones utilizados en los experimentos de fagocitosis, fueron también
observados por microscopia de fluorescencia en busca de imagenes que soportaran los datos

obtenidos en citometria de flujo.

Como era esperado se observaron los heterocariones doble fluorescentes con

eritrocitos marcados en su interior (figuras 17 y 18).

Pudimos observar también que el nimero de eritrocitos fagocitados es heterogéneo lo

cual nos sugiere que los heterocariones presentan diferentes niveles de actividad fagocitica.

Figura 17. Heterocarién conteniendo eritrocitos en su citoplasma, captado por microscopia de fluorescencia. En azul se muestran
los eritrocitos marcados con APC. Los colores rojo y verde corresponden a la fluorescencia de los colorante Dil y DiO
respectivamente. La foto de campo claro (arriba a la derecha) muestra que hay dos células. La que esta en posicion superior ha
fagocitado eritrocitos, mientras que la inferior no.
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Figura 18. Heterocarion conteniendo eritrocitos en su citoplasma, captado por microscopia de fluorescencia.
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4. Adherencia a la placa de cultivo y cambio de morfologia.

Adicionalmente observamos que los heterocariones formados presentaban tendencia a
pegarse al fondo de la placa de cultivo y cambiar su morfologia. Este fenébmeno resulta similar
al cambio morfolégico que sufren los monocitos al diferenciarse en macréfagos. Dada esa
observacion, fue de nuestro interés analizar esta tendencia de adhesion y posible
diferenciacion. Para ello se realiz6 un experimento preliminar en el que se formaron

heterocariones y se incubaron con fragmentos de vidrio borosilicato para permitir adherencia.

Posteriormente se observaron por microscopia en busca de células aparentemente
adheridas al vidrio y con fluorescencia mixta. Al analizar las fluorescencias observamos que del
total de heterocariones en la placa, el 54% presentan aparente adherencia (tabla 6) y cambio
en su morfologia (figura 19). Esto coincide con el porcentaje obtenido de células que presentan
actividad fagocitica. Existe la posibilidad de que la fusion celular sea también un estimulo de
diferenciaciéon en el caso de los heterocariones. Es necesario investigar esta posibilidad a
fondo. Como se puede ver en la figura 19, los heterocariones encontrados presentan una
morfologia y tamafio heterogéneos. Pudimos observar heterocariones con forma alargada o

estrellada, asi como pequefios y redondos.

Células totales

Heterocariones
totales

Heterocariones con
morfologia alterada y
aparente adherencia

Linfocitos verdes no
incorporados

Monocitos rojos no
incorporados

1260

162 (12.85%)

88 (54.32%)

614 (48.73%)

484 (38.41%)

Tabla 6. Conteo total de heterocariones y células no fusionadas.
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Fluorescencias verde y Campo claro
roja

Cocultivo de
células Jurkat
Env* 522 no
fusogénicas con
células
monociticas
THP-1

Cocultivo de
células Jurkat
Env+
fusogénicas y
células
monociticas
THP-1

Figura 19. Deteccion de los heterocariones por microscopia de fluorescencia y aspecto de los cocultivos en microscopia de campo
claro. Se muestran 2 campos en donde se observan células fusionadas, detectadas mediante la superposicion de los colores verde
y rojo, produciendo un tono amarillo. Los heterocariones muestran una morfologia alterada y aparente adhesion parcial a la placa
de cultivo (columna de campo claro). Se observan células con morfologia alargada que sugiere adhesion a la placa de cultivo. Las
flechas blancas sefialan a los heterocariones de color naranja.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad los estudios sobre la presencia e importancia de los policariones en la
infeccién por el VIH son muy escasos. A pesar de ello, se ha sugerido que las células
fusionadas pueden tener un papel importante en la patogénesis y progresion a SIDA. Como se
menciond en la introduccion, estudios previos han demostrado la presencia de policariones en
tejidos de individuos infectados. Asimismo, la presencia de virus inductores de sincicios en la
sangre de los pacientes, se asocia con progresion a SIDA. En algunos estudios, el analisis de

las moléculas expresadas por los policariones, ha sugerido un origen mieloide (22 — 25).

En nuestro laboratorio se ha estudiado ampliamente la fusion de células linfociticas que
expresan las glicoproteinas de la envoltura del VIH (células Env"), con células linfociticas CD4".
En estos estudios se ha caracterizado ampliamente un método de citometria de flujo para el

estudio cuantitativo de la fusién celular (ver introduccion).

Previamente, Rivera-Toledo y colaboradores demostraron que las células linfociticas
Env' son capaces de fusionarse con células de la linea monocitica THP-1 (41). Las evidencias
de la fusién fueron: a) el cocultivo de células THP-1 tefiidas con Dil y células Env" tefiidas con
DiO, produce células con fluorescencia mixta que ademas muestran mayor tamafo vy
granularidad que las células individuales, b) las células con fluorescencia mixta muestran una
mayor fluorescencia roja que las células CD4+ individuales, indicando transferencia de energia
de la fluorescencia (FRET) entre los colorantes, c) el cocultivo de células THP-1 con células
Env’ no fusogénicas, no genero células con fluorescencia mixta, d) la formacion de las células
con fluorescencia mixta fue inhibida por el péptido inhibidor T-20 y por un anticuerpo
monoclonal anti-CD4, e) las células con fluorescencia mixta mostraron la expresion tanto de

marcadores monociticos como linfociticos.
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En dichos estudios previos ademas se observé que: a) a las 24 de cocultivo, los
heterocariones mostraron una expresion de marcadores de superficie compatible con un
fenotipo predominante mieloide, b) los heterocariones mantuvieron una viabilidad del 50%
después de 4 dias de cocultivo, ¢) la presencia de células alargadas y aparentemente

adheridas al fondo de la placa de cultivo.

En el presente trabajo se caracterizd ampliamente a los heterocariones, determinando la
expresion de marcadores linfoides y mieloides hasta por 3 dias, estudiando su actividad
biol6gica (fagocitosis) y caracterizando la identidad de las células que presentaron el cambio

morfolégico descrito antes.

Como se pudo observar en los resultados mostrados, obtuvimos heterocariones
cocultivando células monociticas CD4" y linfociticas Env®. Al analizar los cocultivos por
citometria de flujo, pudimos observar el fenémeno de FRET en las células con fluorescencia
mixta, un criterio que nos sirve para diferenciar fusiones de agregados, como se mostro
previamente (36). El fendbmeno de FRET entre los colorantes utilizados, indica que ha ocurrido
mezcla de los lipidos de la membrana de ambas células, lo cual constituye una evidencia de la

formacioén de heterocariones.

Como se pudo apreciar en los resultados de inmunofenotipificacion, los heterocariones
cultivados hasta 72 horas conservaron la expresion de los marcadores mieloides CD32 y CD68.
En contraste, se observd una disminucion considerable de la expresion de los marcadores
linfoides CD3 y CD28. En los cocultivos es posible que la incorporacién de nuevas células a los
heterocariones ya formados modifique constantemente la expresién de los marcadores de
superficie. Con el propésito de permitir la estabilizacion del fenotipo de estas células, se agregé
el péptido inhibidor T-20 a los cocultivos después de permitir la fusion celular. En presencia de

T-20 los heterocariones mostraron una tendencia hacia la menor expresiéon de los marcadores
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linfoides, aunque la diferencia con los heterocariones sin T-20 no fue significativa. Sin embargo
esta tendencia sugiere que el bloqueo de la fusién de células adicionales, indujo una reduccién
mayor de la expresién de los marcadores linfoides en los heterocariones, mientras que la
expresion de los marcadores mieloides se mantuvo alta y constante. Esto nos sugiere que
durante la infeccion por el VIH, se podrian generar heterocariones linfocito-monocito que
conserven el fenotipo de los monocitos parentales, sin mostrar evidencias de su origen como

células fusionadas.

Los resultados de los experimentos de fagocitosis mostraron que el 50% de los
heterocariones tuvo actividad fagocitica dependiente de receptores Fc. Este porcentaje fue muy
similar al de los monocitos CD4+ precursores (51%). En conjunto con los resultados de
inmunofenotipificacion, estos resultados muestran que el fenotipo mieloide es fuertemente

dominante en los heterocariones.

Para determinar si los heterocariones modifican su morfologia con respecto a las células
no fusionadas, se realizO un experimento preliminar en el cual las células cocultivadas
conteniendo heterocariones, se transfirieron a otra placa de cultivo agregando fragmentos de
vidrio de borosilicato para promover adherencia. Por microscopia de fluorescencia mostramos
gue las células alargadas y aparentemente adheridas al fondo de la placa de cultivo son
heterocariones, ya que presentaron fluorescencia mixta. Sin embargo, no todos los
heterocariones tuvieron esta morfologia. Pudimos observar también heterocariones redondos o
alargados de tamafio menor (similares a las células no fusionadas), asi como heterocariones
grandes, alargados o estrellados, aparentemente adheridos al fondo de la placa. Por lo tanto,
los heterocariones mostraron una gran heterogeneidad morfolégica. En general, 50% de los

heterocariones mostraron una morfologia claramente distinta a la de las células individuales.
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Existe la posibilidad de que el 50% de heterocariones que fagocitaron correspondan a
los monocitos que presentaron una morfologia diferente. Es necesario investigar esta
posibilidad a futuro. Ademas es interesante que los monocitos no fusionados también
presentaron un 50% de fagocitosis. Este porcentaje de fagocitosis podria ser una propiedad de

los monocitos, la cual es mantenida por los heterocariones.

La morfologia alargada y la adhesién al fondo de la placa de cultivo, nos recuerdan al
comportamiento de los monocitos activados (46). Esta observacion plantea la posibilidad de
que la fusion celular actie como un estimulo de diferenciacion en una subpoblacion de
heterocariones. Esta activacion podria deberse a la interaccion de las glicoproteinas del
complejo Env con receptores del sistema inmune innato como los de tipo Toll 4 (TLRA4).
Diversos estudios han mostrado que este receptor reconoce las glicoproteinas Env del Virus
sincicial respiratorio (RSV), asi como del Virus de tumor mamario en ratones (MMTV) (48). Este

reconocimiento tiene como consecuencia la activacion celular y secrecion de citosinas
proinflamatorias por la via de NF-kB. Es posible que el complejo Env del VH-1 sea también

reconocido por el TLR4 o algun otro receptor de tipo Toll, sin embargo no existen estudios al

respecto.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo los resultados mostrados en esta tesis, consideramos que seria importante
estudiar el destino del VIH en los heterocariones asi como el posible comportamiento pro
inflamatorio y migratorio de los heterocariones frente a estimulos de activacion como LPS. Esta
informacion seria de gran importancia para poder comprender a nivel integral la dinamica de la
patogénesis del VIH, asi como el destino de los heterocariones y sus posibles papeles en la

progresion a SIDA.

Diversos estudios han descrito que pacientes infectados con el VIH y que se
encuentran en la fase crénica de la enfermedad, presentan translocacion de antigenos
bacterianos del intestino al torrente sanguineo. Esto provoca una activacion descontrolada del
sistema inmune de los pacientes. Estudios recientes han mostrado correlacion entre la
translocacion microbiana que sufren los individuos infectados por VIH en etapas crénicas y la
activacion de monocitos por interaccién con lipopolisacarido (LPS). Dichos estudios sugieren
gue los monocitos activados cronicamente migran al SNC, y pueden causar demencia

asociada a VIH (HAD) (42).

No existen estudios sobre el efecto de la translocacion microbiana en heterocariones
formados por células del linaje mieloide, sin embargo es importante estudiar esta posibilidad, ya
gue la formacién de heterocariones con actividad migratoria, podria representar una via de
propagacion viral efectiva hacia el sistema nervioso central. Es importante analizar esta

posibilidad en estudios futuros.
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Cabe destacar que no se ha analizado la viabilidad de los heterocariones a tiempos mas
largos de 72 horas. Dichos andlisis serian mas apropiados utilizando cultivos primarios de
monocitos de sangre periférica, ya que las lineas utilizadas podrian presentar un
comportamiento distinto. Analizar la viabilidad de heterocariones sera de gran importancia, ya
gue el potencial de los heterocariones como reservorios virales se veria favorecido con

periodos de vida largos.
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CONCLUSIONES

El contacto entre células monociticas CD4" vy linfocitos que expresan el complejo Env,
conduce a la formacion de heterocariones.

Estos heterocariones poseen un predominio del fenotipo mieloide aportado por los
monocitos incorporados, perdiendo el fenotipo linfoide

Los heterocariones también conservan la actividad fagocitica caracteristica de los
monocitos, que pudo ser observada por microscopia de fluorescencia.

Los heterocariones parecen presentar signos de diferenciacion a macrofagos,
cambiando su morfologia y adhiriéndose a la superficie de la placa de cultivo

Los resultados mostrados sugieren una gran posibilidad de que exista fusién celular

linfocito-monocito en individuos infectados con VIH.
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Figura 20. Espectros de emision y absorcion de los comolantes DiO (verde) y Dil (rojo). Se observa el traslape entre ambos
espectros, lo que explica el fenémeno de FRET.
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