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1. RESUMEN
La interaccion de nanoparticulas con biomoléculas y microorganismos es un campo de
investigacion en expansion. La emergencia de virus resistentes a antirretrovirales indica la
necesidad de nuevos biocidas de amplio espectro. Dentro del area de la Nanobiotecnologia
ha sido poco explorada la interaccion de nanoparticulas metalicas con los virus del VIH-1.
Para conocer el mecanismo de accion antiviral de las nanoparticulas de plata contra el VIH-
1 se utiliz6 un panel de diferentes ensayos in vitro que incluyen: a) Citotoxicidad CCs, b)
Inhibicion de la infeccién del VIH-1 (ICs) incluyendo virus M-Trépicos, T-Tropicos ,
virus resistentes y no resistentes a antirretrovirales, c) Inhibicion de infectividad de los
iones de plata , d) Inhibicion de la absorcion viral , d) Ensayo de células fusogénicas , e)
Ensayo de la interaccién gp120/CD4 por ELISA, f) Ensayo del ciclo replicativo del VIH-1.
Los resultados sugieren que las nanoparticulas de plata actian en una etapa temprana del
ciclo replicativo del virus, como inhibidor de fusion o entrada viral al unirse a la
gp120.Siendo su ICsy de 0.44mg/mL. Ademaés, las nanoparticulas de plata inhiben otras
etapas después de la entrada del virus a la célula huésped, todo lo anterior nos indica que es
un agente virucida de amplio espectro por inhibir un amplio panel de virus, por lo cual no
facilmente induce resistencia y pudiera utilizarse preventivamente contra una amplia
variedad de cepas circulantes de VIH-1. La accion virucida es debida a las nanoparticulas

de plata y no a los iones de plata contenidos en el medio.



ABSTRACT

The interaction of nanoparticles with biomolecules and microorganisms is an expanding
field of research. Within this field, an area that has been largely unexplored is the
interaction of metal nanoparticles with viruses. The regular spatial arrangement of the
attached nanoparticles, the center-to-center distance between nanoparticles, and the fact that
the exposed sulfur-bearing residues of the glycoprotein knobs would be attractive sites for
nanoparticle interaction suggest that silver nanoparticles interact with the HIV-1 virus via
preferential binding to the gp120 glycoprotein knobs. Due to this interaction, silver
nanoparticles inhibit the virus from binding to host cells, as demonstrated in vitro. To
elucidate their mode of antiviral action against HIV-1 using a panel of different in vitro
assays. Our data suggest that silver nanoparticles exert anti-HIV activity at an early stage of
viral replication, most likely as an inhibitor of viral entry. Besides, silver nanoparticles
inhibit post-entry stages of the HIV-1 cycle, which makes them a broad-spectrum agent not
prone to inducing resistance that could be used preventively against a wide variety of

circulating HIV-1 strains.



2. INTRODUCCION

Se han estimado en mas de 33 millones de personas que viven VIH en 2007 segun la
ONUSIDA, 2.7 millones menos que en 2001, aunque las nuevas infecciones por VIH
han descendido en muchos paises, la pandemia de VIH/SIDA es un serio problema de
salud en todo el mundo (Joint United Nations Programme on HIV AIDS (UNAIDS),
2008). En México, seguin CONASIDA al 2009 se reportan 130,969 y en Nuevo Ledn
los casos acumulados son de 3650. La emergencia de cepas resistentes a los
antirretrovirales es uno de los retos principales (Diazgranados et al., 2009;
Kiertiburanakul and Sungkanuparph, 2009; Mascolini et al., 2008; Tremblay, 2008; Uy
et al., 2009; Yerly et al., 2009). En diferentes paises, estudios han comprobado que
entre el 5% y el 78% de los pacientes tratados que recibieron terapia antirretroviral
estan infectados con el virus de VIH resistente a por lo menos un medicamento
antirretroviral (Diazgranados et al., 2009; Vercauteren et al., 2008) Por lo tanto es
urgente el desarrollo de nuevos agentes contra el VIH-1 que puedan funcionar en otras
etapas virales y que puedan ser utilizada para prevenir la diseminacion del VIH/SIDA

(Lin et al., 2003).

Los inhibidores de fusion o de entrada son considerados como una buena opcion
en la terapia contra el VIH/SIDA, ya que bloqueando la entrada del virus a la célula
huésped se suprime la infectividad viral , la replicacion y la citotoxicidad inducida por

interaccion virus — célula (Borkow and Lapidot, 2005). Desde el 2005, la FDA ha



aprobado Unicamente dos inhibidores de fusion, el Enfurtivida y Maravirovic (Izumi et

al., 2009; Ji et al., 2009; Makinson and Reynes, 2009; Sidhu et al., 2009)

En esta tesis se estudian las propiedades antivirales de las nanoparticulas de
plata contra el VIH-1 y encontramos en estudios in vitro que son activos contra una
cepa adaptada al laboratorio de VIH-1, esta inhibicion viral se observd a una dosis no

toxica (Elechiguerra et al, 2005; Lara et al., 2010)

La nanotecnologia ofrece oportunidades para explorar propiedades biologicas de
compuestos antimicrobianos manipulando su tamafio (Arora et al., 2008; Centers for
Disease Control, 2004; Kumari A et al., 2008; Dunn and Edwards-Jones, 2004) . La
plata ha sido reconocida por sus propiedades microbiologicas, aunque con el
advenimiento de novedosos antibidticos sus aplicaciones médicas fueron utilizdndose
cada vez menos. De cualquier forma, la profilaxis de Credé para la oftalmia neonatorum
gonococica en los recién nacidos permanecié como el estandar en el cuidado perinatal
en muchos paises hasta el siglo XX (Chen and Schluesener, 2008; Dunn, 2000;

Gadeberg et al., 1991; Gronlund et al., 1987).

Es conocido que el modo de accion de la plata es dependiente de los iones de
Ag' los cuales inhiben el crecimiento de las bacterias debido a la supresion de las
enzimas respiratorias, por los componentes del transporte de electrones y debido a la

interferencia de las funciones del ADN (Starodub and Trevors, 1989).

En el area médica se ha explorado el potencial de las Nanoparticulas para la
deteccion temprana, diagnostico y tratamiento de enfermedades, aunque sus

propiedades bioldgicas han permanecido sin estudiar (Chen and Schluesener, 2008).



Las Nanoparticulas de plata han sido estudiadas y probadas como agentes
antimicrobianos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas y como agentes
antivirales contra la hepatitis B (Kumari A et al., 2008; Lu et al., 2008). El desarrollo de
productos con Nanoparticulas de plata es un Mercado en expansion. Se utilizan
actualmente en ropa, contenedores de comida, en bandas adhesivas para cubrir heridas,
cremas, cubrimiento para implantes, y otros implementos. Algunas aplicaciones de plata
han recibido la aprobacion de la Administracion de medicamentos y comida de los

Estados Unidos (Aguilella and Alcaraz, 2009; Chen and Schluesener, 2008)

Para entender el modo de accion por el cual las Nanoparticulas de plata
inactivan el VIH-1 y su uso potencial como antiviral, usamos un panel de ensayos que
incluyeron: Citotoxicidad de las NPP in vitro, Indice Terapéutico (IC50/ CCsg) de las
NPP contra el VIH-1, Independencia del uso por las NPP de los correceptores
( CXCR4 y CCRYS5) de las células blanco en la inhibicién del VIH-1, Inhibicion de virus
resistentes a antirretrovirales por las NPP, Experimento de adicion de NPP por etapas de
tiempo, Interaccion entre células fusogénicas y NPP. Los resultados de estos
experimentos prueban que las nanoparticulas de plata tienen su actividad de inhibicion
de infectividad del VIH-1 en la etapa inicial de la replicacion viral, como agente

antiviral inhibidor de entrada.



3. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata interactuan con las glicoproteinas del gp120 del VIH-1 y
como resultado tendremos la inhibicion de la infeccion al momento de la fusidon virus-

célula huésped.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si las nanoparticulas de NPP interactian con el VIH-1 inhibiendo la

infeccion viral en la etapa de fusion o entrada del virus a la célula.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la citotoxicidad de las Nanoparticulas NPP in Vitro

Determinar el porcentaje de inhibicion de infeccion del VIH-1 in Vitro
Determinar la actividad antiviral de los iones de plata con VIH-1 in Vitro
Determinar la capacidad del las NPP de inhibir la adsorcion viral

Determinar el porcentaje de inhibicién de las células fusogénicas tratadas con
las NPP

Determinar el tiempo minimo de las NPP para inhibir la fusion celular
Determinar la inhibicion de las NPP contra la interaccion gp120-CD4 (ELISA)
Determinar en que etapa del ciclo replicativo del VIH-1 es donde las NPP
actllan

Determinar la capacidad virucida de las NPP

Determinar la inhibicion de la infeccion viral de las NPP contra VIH-1 asociado

a células cronicamente infectadas



5. ANTECEDENTES

5.1. HISTORIA DE LA INFECCION POR EL VIH

Desde que en Junio de 1981 se describieron los primeros casos de neumonia por
Pneumocystis jirovecii (antes conocido como Pneumocystis carinii) y posteriormente de
sarcoma de Kaposi entre varones jovenes homosexuales, hasta la actualidad, la sociedad
ha recibido un tremendo impacto por una enfermedad que enseguida fue denominada
como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, SIDA (Hillis, 2000)

Este impacto se explica no solo en términos cientificos, sino también sociales y
econdmicos por su elevado niimero de muertes, y por afectar a una poblacion joven,
entre 20 y 49 afos los cuales son el motor principal de una economia (Gouws et al.,
2008)

Ademas la aparicion y extension fulminante de esta infeccion, ha supuesto por
un lado un enorme problema de Salud Publica, mientras que, por otra parte habia que
luchar contra el sensacionalismo y la marginacion que van ligadas a algunas de las
formas de transmision de esta enfermedad.

Estas caracteristicas especiales han hecho que se desarrolle un enorme esfuerzo
cientifico para conocer, entender e intentar controlar esta infeccion.

Tras los primeros casos, y aplicando el método epidemiologico, se concluy6 que
el causante del sindrome era un agente infeccioso, de origen virico pues se describieron
casos de la enfermedad en personas que habian recibido sangre o hemoderivados, en

heroindbmanos que compartian jeringuillas para inyectarse y entre las compafieras



heterosexuales de estos sin otros factores de riesgo. Esto permitié que se emitieran
normas preventivas antes de aislar el agente infeccioso.

En septiembre de 1982 los Centros para el Control de Enfermedades (C.D.C.) de
Atlanta publicaron la primera definicién de caso de SIDA. Esta hacia referencia a las
manifestaciones clinicas observadas (neumonia por pneumocystis, sarcoma de Kaposi,
linfoma cerebral primario y otras infecciones oportunistas) en personas con disminucion
de la inmunidad celular (Figura 1), sin otra causa conocida de esta.(Hillis, 2000; Levy,

2009)

Figura 1. Manifestaciones clinicas de Sarcoma de Kaposi. Las lesiones puarpura del
Sarcoma de Kaposi es el resultado de un cancer raramente diagnosticado en pacientes
jovenes fue muy comun al inicio de la enfermedad relacionada con wuna
inmunodeficiencia adquirida, el SIDA (Historia en palabras de la NIH).

En 1983, en el Instituto Pasteur el equipo de Luc Montaner detecta la actividad
de la enzima transcriptasa inversa producida en un medio de cultivo donde se cultivo
una biopsia de adenopatia de un varén homosexual, lo que implicaba la presencia de un
retrovirus al que llamo virus asociado a la linfadenopatia (LAV). Ese mismo afio Gallo

y colaboradores trabajaban intentando cultivar el patdégeno causante del SIDA vy



consiguieron lineas celulares de las que podia aislarse el agente denominado Human T-
Leukemia Virus type III (HTLV—III), por su similitud con los virus HTLV 1 y IL
Posteriormente se determiné que HTLV-IIIl y LAV eran el mismo virus y una comision
internacional propuso el nombre de Virus de la Inmunodeficiencia Humana, VIH en
1986. (Gallo, 2006)

En 1986 se descubrié en Africa el VIH tipo 2, un virus muy similar al virus de la
inmunodeficiencia de los simios (SIV).

Después de estos hallazgos y a la luz de una experiencia clinica mas amplia, se
intento sistematizar la evolucion de la infeccion, pues enseguida se diferenciaron varios
estadios clinicos de la enfermedad: el sindrome de linfadenopatia crénica, el complejo
relacionado con el SIDA y el SIDA propiamente dicho.

La clasificacion de Walter Reed distingue varios grados evolutivos atendiendo a
manifestaciones clinicas, inmunologicas y datos de laboratorio. Pretende tener gran
valor pronostico pero no se puede aplicar a nifios ni a usuarios de drogas via parenteral.

En Mayo de 1986 los C.D.C. presentaron una clasificacion de la enfermedad
segun los grados de progresion de esta en 4 grupos, desde la primo infeccion hasta el
grupo de enfermedades asociadas a la inmunodeficiencia. En 1990 la organizacion
Mundial de la Salud (O.M.S.) propuso unos nuevos estadios basandose en la situacion
clinica ,4 grupos, y en parametros inmunologicos. En esta ultima esta inspirada la
clasificacion de los C.D.C. de 1993, que con algunas particularidades es la mas usada en

nuestro ambito desde principios de 1994 (Trauger et al., 1993).



En los nifios, en los que se han observado casos desde 1982, se utiliza un
sistema de clasificacion distinta, pues la infeccion en la edad pediatrica presenta muchas

peculiaridades (Andiman et al., 2009; Guillen et al., 2009) .

5.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL VIH
5.2.1 MECANISMOS DE TRANSMISION

La primera tarea que quedo resuelta fue el delimitar las formas de transmision
del virus. Esta ademds adquirié mas relevancia si cabe con el paso de los afos, cuando
se han visto las dificultades para hallar una vacuna eficaz, y no se cuenta ain con
terapia curativa. Asi pues el arma mas eficaz contra la enfermedad sigue siendo la
prevencion contra la exposicion.

Esté bien establecido que el VIH infecta y se replica en los linfocitos CD4, pero
también infecta células de origen macrofagolinfocitario, por lo que el virus puede
aislarse en cualquier fluido organico o tejido que contenga estas células. Asi se ha visto
en sangre y productos derivados de esta, en el semen y secreciones vaginales, en liquido
cefalorraquideo, en la leche materna, en saliva, lagrimas, etc. Sin embargo los estudios
realizados entre personas que conviven con enfermos de SIDA indican que saliva,
lagrimas y orina a pesar de contener el virus no transmiten la infeccion. Sélo se han
demostrado tres vias de contagio hasta el momento: el contacto sexual, la via parenteral
por medio de la sangre y productos derivados, y de la madre infectada al hijo recién
nacido (Hillis, 2000; Levy, 1993a) . Por tanto, las personas infectadas suelen presentar

determinados factores o conductas de riesgo:



a)

b)

d)

El riesgo de contagio depende del estado de la infeccion en el transmisor, del
nimero de parejas, del coito anal receptivo y de la coexistencia de otras
enfermedades de transmision sexual.

Usuarios de drogas por via parenteral, que es el mecanismo mas frecuente en
nuestro pais.

Transfusion de sangre y productos derivados de la misma, que produce la
enfermedad en el 90 a 100% de las ocasiones. Desde que en 1985 se desarrolld
un test seroldégico muy sensible y especifico para identificar muestras
contaminadas ha disminuido drésticamente esta forma de contagio, aunque hay
dos circunstancias que debemos resefiar como son la existencia de falsos
negativos y el haber un periodo ventana; entre la infeccion y la seroconversion
en que se hace indetectable por este método la contaminacion de la muestra.
Transmision heterosexual, que es la mas frecuente en paises africanos, y es la
via que mds estd aumentando en paises desarrollados. Es mds probable la
transmision de hombre a mujer que al contrario.

El contagio perinatal. El riesgo de transmision oscila del 20 al 25% y es mayor
en paises del tercer mundo. El contagio hematdgeno o por secreciones genitales
en el momento del parto es el mecanismo mas probable aunque esta demostrada
la transmision antes y después del parto.

Contagio profesional tras exposicion parenteral o en mucosas a sangre o fluidos
de pacientes infectadas. La posibilidad de infeccion tras exposicion parenteral es

inferior al 1%.
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5.2.2. PATRONES EPIDEMIOLOGICOS

Las diferencias en la diseminacion de la infeccion VIH han dado lugar a la
descripcion de tres patrones epidemiologicos. El tipo 1 es tipico de paises
industrializados, en los que se debi6 propagar la enfermedad al principio del siglo XX
(Worobey et al., 2008). Hay un gran niumero de casos declarados, aunque la prevalencia

segun datos seroldgicos no llega al 1% Predominan los varones con una relacion 10/1, y
como conducta de riesgo mas frecuente aparece la homo o bisexualidad. La transmision
vertical es poco importante respecto al total de casos (Joint ~ United  Nations
Programme on HIV AIDS (UNAIDS), 2008b).

En el continente africano se presentdé una diseminacion mdas precoz de la
infeccion. Se ha encontrado un primer suero positivo para VIH extraido en Kinshasa en
1959. Aqui la forma de transmision mas importante son las relaciones heterosexuales, lo
que tiene como consecuencia una mayor prevalencia de la enfermedad (4—15%), una
proporcion de afectacion similar entre ambos sexos con el consiguiente aumento de la
transmision vertical al haber mas mujeres infectadas (Tabla I).

El patrén tipo III afecta a paises en vias de desarrollo, donde la enfermedad ha
sido introducida mas recientemente, por personas que han entrado en contacto con la
infeccion en paises desarrollados, teniendo una prevalencia escasa todavia, y una
proporcion de los factores de riesgo similar al tipo 1.

El VIH tipo 2 se propaga con conductas de riesgo similares al tipo 1, y el cuadro

clinico es similar, aunque menos virulento (Walker et al., 2003).
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Tabla I. Adultos y nifios viviendo con SIDA en el 2008 (©UNAIDS/WHO et al., 2008)

Continente Viviendo con SIDA
America Latina 2000000
Sub-Sahara Africano 22400000
Caribe 240000
Mundo 33400000
Africa del norte y Medio Oriente 310000
Asia central 1500000
Este de Asia 850000
America del norte 1400000
Europa Central y Orientall 850000
Sur de Asia y Central 3800000
Oceania 59000

5.2.3. SITUACION ACTUAL DE LA INFECCION POREL VIH

Cabe pues afirmar que la infeccion por el VIH es una pandemia, con algunos
lugares endémicos, como son los paises centroafricanos. Las cifras apoyan esta
afirmacion. Segun la OMS a finales de Junio de 1995 habia 1, 169,811 casos de SIDA
declarados a esta organizacion. Sin embargo estas mismas fuentes estiman que las cifras
reales deben superar los 4.5 millones de casos, pues en los paises en vias de desarrollo
hay una declaracion que no representa la cantidad actualizada con toda seguridad. Con
los datos disponibles sobre distribucion y propagacion de esta infeccion se supone que,

al término del 2008, unos 33.4 millones de personas estaban infectados por el VIH en
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todo el mundo (Joint United Nations Programme on HIV AIDS (UNAIDS), 2008b;
Walker et al., 2003) .

En Espaia por ejemplo, en la misma fecha se registraban 33.105 casos de SIDA.
De ellos 667 casos (el 2%) son pediatricos. Casi el 66% de los casos se dan entre UDVP
(usuarios de drogas por via parenteral), el 15% entre varones homosexuales, el 9%
entre contactos heterosexuales, en el 3% se ha producido el contagio por
hemoderivados, el 2% son hijos de madres que han tenido exposicion de riesgo, y en el
5% no se reconoce ninguna conducta de riesgo para la transmision. Esta distribucion de
los factores de riesgo, que como se aprecia es claramente diferente del resto de paises
desarrollados, supone un hecho diferencial de los paises del entorno mediterraneo, con

implicaciones en la evolucion y tratamiento de la infeccion.

5.3. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VIH-1
5.3.1. EVOLUCION DE LA INFECCION

Una vez se ha producido el contagio, este se sigue de una fase de inactividad
clinica de tiempo variable. Sin embargo, recientemente se ha visto, con cultivos virales
cuantitativos, que el VIH prolifera continuamente. Por tanto, no existe un verdadero
periodo de latencia y podemos distinguir: 1) una fase aguda de semanas de evolucion;
2) una fase cronica de afios de duracidn, y 3) una fase final de crisis que clinicamente
corresponde con el complejo relacionado con el SIDA y luego el SIDA.

La fase aguda puede transcurrir asintomatica o cursar como un sindrome
mononucledsido hasta un 30—10% de las ocasiones. Entre las semanas 2 y 6 del

contagio aparece el antigeno p24 circulante. En esta fase hay una gran replicacion viral
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y una inmunodepresion transitoria lo que puede provocar la aparicion de infecciones
oportunistas como candidiasis o CMV (Alemayehu et al., 2009; Gershon et al., 2009;
Gitai et al., 2009; Kamimura and Oka, 2009; Silverberg et al., 2009). En los primeros
momentos hay una gran proporcion de linfocitos CD4 infectados. En estos primeros
momentos puede detectarse antigeno virico circulante, que se corresponde con la
proteina mayor del core virico, p24. Después aparecen los primeros anticuerpos (1—3
meses) e inmunidad celular lo que se acompaiia de un descenso de la replicacion viral y
del nimero de CD4 infectados. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas de la
estructura virica (anti—Env), se encuentran practicamente en el 100% de las personas
infectadas independientemente de la situacion clinica. Los anticuerpos frente a las
proteinas del core (anti-GAG), se detectan con menor frecuencia a medida que la
infeccion avanza (Levy, 2009).

En la fase crdnica los linfocitos CD4 circulantes estan infectados en menor
medida (1 por 10000), y solo el 10% de los infectados presenta actividad replicativa.
Sin embargo en los 6rganos linfoides la carga viral es entre 10 y 100 veces superior a la
circulante. Los pacientes suelen estar asintomdticos, pueden tener o no adenopatias y
plaquetopenia o minimos trastornos neuroldgicos. Los portadores asintomaticos
progresan a SIDA entre un 30 y un 70% en 8 afios. Los factores predictivos de
progresion pueden ser clinicos como el muguet, la leucoplasia vellosa oral, o cualquiera
de los incluidos como sintomas del grupo E en la clasificacion de los CDC de 1993, o
de laboratorio, entre los que destacamos el niimero total de linfocitos CD4 y la ratio
CD4/CD8 como marcadores celulares y la neopterina y la B2 microglobulina entre los

marcadores seroldgicos de progresion (Tabla II).
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En la fase final se producen una serie de acontecimientos clinicos como son las
infecciones oportunistas, las neoplasias o el sindrome consuntivo, que se acompaiian de
un notable incremento en la actividad replicativa del virus y una caida drastica de los
recuentos de linfocitos CD4. En esta fase puede volver a detectarse antigeno virico
circulante y la ausencia de este con el deterioro progresivo no indica sino la tremenda
destruccion de linfocitos CD4 que son el substrato de la replicacion viral. Estas fases de
la enfermedad pueden correlacionarse con los estadios de la ultima clasificacion de los

CDC (Lightfoot and Milburn, 2009)

Tabla Il. Clasificacion de la infeccion de VIH.(Visnegarwala et al., 2007)

Categoria CD4 A B C
>500/mm> Al B1 C1
200-499/mm? A2 B2 C2
<200/mm? A3 B3 C3

El grupo A incluye la primoinfeccion, el paciente asintomatico y la linfadenopatia
persistente. El grupo E incluye: Angiomatosis bacilar, muguet, candidiasis vulvovaginal,
displasia cervical, sintomas constitucionales, leucoplasia vellosa, herpes zoster recidivante o
multimetamérico, trombocitopenia idiopatica, listeriosis, fiebre o diarrea prolongada,
enfermedad inflamatoria pélvica y neuropatia periférica.

Son enfermedades diagnosticas de SIDA: 1) candidiasis de esofago, traquea o
pulmon, 2) criptococosis extrapulmonar, 3) criptosporidiasis con diarrea de mas de un mes
de evolucion, 4)Infeccion diseminada por citomegalovirus, 5) isosporidiasis con diarrea de

mas de un mes, 6) ulcera cronica por herpes simplex, 2) sarcoma de Kaposi, 8) linfoma
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cerebral primario, 9) neumonia intersticial linfoide en <18 afios, 10) toxoplasmosis cerebral,
11) neumonia por pneumocystis carinii, 12) infeccion diseminada por micobacterias
atipicas, 13) leucoencefalopatia multifocal progresiva, 14) infecciones bacterianas multiples
o recurrentes, 15) coccidiomicosis diseminada, 16) demencia HIV, VI) histoplasmosis
diseminada, 18> linfoma no Hodgkin de células E, 19) infeccion por micobacteria
tuberculosa, 20) septicemia recurrente por Salmonella sp (no tificas), 21) sindrome
consuntivo, 22) carcinoma invasivo de cérvix (Winslow, 2009; Guillen et al., 2009;
Dvaranauskaite et al., 2009; Cox, 2009)

Se hace diagnodstico de SIDA con numero de CD4 <200lmm3 o con una

enfermedad definitoria (Visnegarwala et al., 2007)

5.3.2. PRONOSTICO

Con las pruebas diagnoésticas del SIDA, las series histdricas, antes del tratamiento
con zidovudina y de la profilaxis de infecciones oportunistas, mostraban una mediana de
supervivencia de 12.5 meses, y aumentaba a mas de 21 meses en un pequeio grupo tratado
con zidovudina. En 1988, antes de comenzar a usar la ZDV la supervivencia de los
pacientes diagnosticados de SIDA al primer afio era del 60%.

En esa misma época un estudio de supervivencia hecho con 4800 pacientes
diagnosticados de SIDA y en tratamiento con zidovudina ya mostraba un aumento de la

supervivencia al 73% a las 44 semanas (De, 2007).

5.4. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

5.4.1 ESTRUCTURA DEL VIRUS
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El virus de la inmunodeficiencia humana, VIH, es un retrovirus de la familia de los
lentivirus. Hay dos tipos de VIH: el VIH-1 y el VIH-2 que tienen cddigos genéticos
diferentes, ambos producen una enfermedad semejante, aunque nos centraremos en la
descripcion del tipo 1. El VIH tipo 1 esta construido como una particula esférica de 80—
110 nandémetros de didmetro, con una estructura en tres capas: la mas interna contiene el
mensaje genético codificado en una secuencia monocatenaria de ARN y las enzimas virales;
la intermedia es una capside proteica icosaédrica y la mas externa o envoltura expresa
glicoproteinas del virus y los antigenos de histocompatibilidad tipo 1 y II de la célula
huésped. La estructura genética del virus ha sido ampliamente estudiada.

En ambos extremos del genoma viral se encuentran las secuencias LTR, secuencias
repetitivas de nucleotidos, que contienen las sefiales que gobiernan la transcripcion y
terminacion de esta. Los genes estructurales son 3: Gag, Pol y Env.

Gag codifica las proteinas del core. Su producto es una proteina miristilada de 55
Kilodaltons (1(d), p55, que a su vez es la precursora de otras tres, pl7 o matriz, p24 o
capside y la P6 y P7 que forman la nucleocépside. Todas ellas son antigenos de grupos
internos. El gen Pol codifica una proteina de 90 kDa, precursora de enzimas virales, p10, la
proteasa, p15 una ARNasa, p50 con funcion transcriptasa inversa, y finalmente la integrasa
p31.

Env se expresa como una proteina que posteriormente se glicosilara, la gpl60O, que
es precursora de la gpl20, glicoproteina de la envoltura superficial, y la gp4l que es una
glicoproteina transmembrana. Estas dos tltimas estructuras en el VIH tipo 2 son distintas, la
gpl25 y la gp36, y su precursora pesa 300 kDa (Dar et al., 2009; Furukawa et al., 2009;
Henao-Mejia et al., 2009; Saliou et al., 2009) .

Ademas existen una serie de genes reguladores cuya funcion aun estd sometida a

revision. Tat es un gen de expresion temprana que codifica una proteina de 86 aminoacidos,
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pl4, que se encuentra en el nicleo y nucléolo de la célula huésped. La proteina Tat acta
sobre una secuencia del acido nucleico viral, denominada Tar (receptor de Tat), cuya
funcion seria dificultar el uso de los ARR mensajeros. Tat vendria a suprimir esa funcion
haciendo que el ARR iniciado por Tar dirija la sintesis proteica con extraordinaria eficacia.

Todos los ARR virales contienen la secuencia Tar en su extremo 5 terminal. El gen
Rev codifica una proteina pl9 que a su vez regula positivamente la expresion de proteinas
virales y negativamente la expresion de genes reguladores. Ademas facilita el transporte de
ARN mensajero al citoplasma (De, 2007; De, 2001; Stevens et al., 2006) .

Nef parece tener un papel en la infectividad del virus y codifica la proteina p27.

El gen Vif produce una proteina, p23, también asociada a la infectividad. El
producto del gen Vpr, pl8, acelera el ciclo de replicacion. Tev codifica una proteina, p26,
que es un activador de Tat y Rev. Este gen tiene tres fragmentos en Tat, Env y Rev. El gen
Vpu solo esta presente en el VIH tipo 1. Su producto, p15 aumenta la liberacion de viriones
y evita la formacion de sincitios y la muerte celular.

El gen Vpu por el contrario, s6lo se encuentra en el VIH tipo 2 y es un factor

positivo para la infectividad (Stevens et al., 2006)

5.4.2. CICLO REPLICATIVO DEL VIRUS

El conocimiento de este ciclo es de vital importancia pues sera el que nos ofrezca
las distintas posibilidades existentes para luchar contra el virus. Se pueden distinguir varias
fases en el ciclo vital del virus: 1) adsorcion, fusion e internalizacion del virion; 2)
transcripcion inversa; 3) integracion; 4) transcripcion del mensaje genético; 5S)maduracion y
ensamblaje de proteinas; y 6) salida de la célula.

La fase de adsorcion del virus comienza con la interaccion de la glicoproteina de

membrana gpl20 con el receptor CD4, aunque existen otros receptores como los de la
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fraccion Fc de las inmunoglobulinas o los del complemento. Las células asi infectadas seran
las que expresen estas moléculas espontaneamente, como ocurre con los linfocitos CD4.
Pero también se pueden expresar estos receptores tras infecciones previas por otros virus,
como les ocurre a los linfocitos CD8 tras la infeccion por herpes virus tipo 6. Ademas se
han descrito receptores distintos de estos en lineas celulares de glioma, y pueden existir
otros condicionantes del tropismo en la misma gp120 fuera del la region conocida como de
la unién a CD4, que pueden explicar mejor la unidn a células fagociticas mononucleares. La
lista de células que pueden infectarse por el VIH es muy extensa. De ella sefialamos los
linfocitos T, los macréfagos, células dendriticas y progenitoras dentro de la serie
hematopoyética, los oligodendrocitos, astrocitos, microglia y posiblemente neuronas dentro
del sistema nervioso, los fibroblastos en la piel, las células columnares y epiteliales del
intestino y las células trofoblasticas en la placenta. Después de la interaccion debe
producirse la fusion de membranas, previa a la internalizacion, paso en el que desempeia
un papel primordial la gp4l, con un marcado caracter lipofilico (Huang et al., 2007; Noor,
2007; Aida, 2007; Masuda, 2007)

Una vez que el virus estd en el interior de la célula y se ha desprendido de su
cubierta, se produce la replicacion del mensaje genético mediada por la transcriptasa
inversa. Esta es una enzima producida por el clivaje que realiza la proteasa sobre la
poliproteina Gag—Pol, y se compone de dos subunidades de 66 y 51 kDa respectivamente,
que en condiciones fisiologicas forman un heterodimero. La transcripcion se realiza en un
primer momento en una cadena simple de DNA. La sintesis de la segunda cadena precisa de
la accion de la ribonucleasa H que degrade parcialmente el ARR original. Esta doble cadena
de DNA viral se incorpora en el mensaje genético de la célula gracias a la integrasa viral. Si
penetran multiples viriones en la célula y se da un acumulo de DNA sin integrar puede

producirse la lisis celular. Posteriormente la infeccion entra en estado de latencia. El
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material genético del virus esta integrado en aproximadamente un 1% de los linfocitos CD4
y s6lo la décima parte de estos expresa RNA viral. La presencia del provirus o de formas
incompletas de transcripcion no produce alteraciones patologicas.

La activacion de la célula huésped por antigenos, citocinas y mitdogenos provoca la

expresion génica del virus en dos fases. Primero se transcriben los genes reguladores y
posteriormente los estructurales Gag, Pol y Env y el gen regulador Rev, responsable la
traslacion del RNAm al citoplasma. El paso de la transcripcion “no estructural” a la
“estructural” se ha estudiado por ser un punto posiblemente critico en la replicacion viral.
El montaje y maduracion de las proteinas se lleva a cabo en el citoplasma celular. En
este paso desempefia un papel primordial y limitante la proteasa viral. Si esta proteina
es ineficaz se compromete la infectividad viral. En el momento de la exocitosis,
favorecida por la proteina Vpu, se realiza la miristilacion de la p17 y se envuelve el
virion por la membrana celular en donde estaban expresadas las glicoproteinas de la
cubierta viral (Balin et al., 2008; Borkow and Lapidot, 2005b; Levy, 1993b; Stevens et
al., 2006).

Tras la replicacion del VIH se produce la lisis de la célula huésped. Este efecto
citopatico se ha explicado por multiples mecanismos, como el acimulo de DNA viral
no integrado, el acaimulo de proteinas de la cubierta viral producido por la misma
célula, la apoptosis o muerte celular programada, el hecho de que ciertos péptidos
virales actlien como superantigenos, o la interaccion de ciertas interleucinas con células
infectadas.

Sin embargo los monocitos resisten relativamente bien los efectos citopaticos

del VIH, probablemente debido a una menor expresion del CD4, y esto constituye para
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el virus un mecanismo de perpetuacion y almacenaje, y permite su distribucién por

distintos 6rganos de la economia.

5.5. TERAPIA ANTIVIRAL

5.5.1. GENERALIDADES

El conocimiento del ciclo replicativo del VIH ha supuesto por un lado el
conocimiento de las dificultades que va a entrafiar la lucha contra el virus debido a sus
multiples mecanismos de defensa, y por otro el desarrollo de una serie de productos que
dificulten o impidan el ciclo vital del virus. Algunos de estos no han pasado de la fase
experimental de laboratorio, otros sin embargo han sido utilizados con éxito en
humanos, y sélo unos pocos han pasado a ser aceptados como de uso comun. Se ha
podido inhibir cada paso de la replicacion del virus probando diversos medicamentos
especificos para cada etapa (Barnard et al., 1997; Eron and Hogan, 2002a; Este and
Telenti, 2007).

La interaccion entre el virus y el linfocito se produce gracias a la afinidad de la
glicoproteina gpl20 por la molécula CD4 de los linfocitos y otras células. Por esto se
intentd usar CD4 soluble para evitar dicha interaccion con diferentes resultados clinicos.
Estos fueron mejores al unirlo a un fragmento de la endotoxina A de la pseudomona o al
fragmento Fc de las inmunoglobulinas humanas. También se ha ensayado con
polisacaridos sulfatados, como el sulfato de dextrano, que inhibe la adsorcion viral in

vitro, pero sin suponer ninglin avance en cuanto a eficacia clinica.
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El paso limitante en la replicacion del VIH es la transcripcion del RNA en DNA,
realizado por la enzima transcriptasa inversa, y sobre ella actian multitud de sustancias.
Estas se pueden dividir genéricamente en analogos de nucledsidos y no nucledsidos. El
primer grupo sera descrito en el proximo apartado.

Los inhibidores de la trancriptasa inversa no nucledsidos se agrupan porque
parece que inhiben la enzima por un mecanismo similar, ain no bien determinado y
distinto de la competencia con los nucledsidos fisiologicos. Ninguno de ellos parece ser
efectivo contra la transcriptasa inversa del HIV-2. Este grupo incluye los derivados del
TIBO, un andlogo de las benzodiacepinas, la nevirapina, un derivado de la
dipiridodiacepinona, el derivado piperacidinico BHAPs, y los derivados de las
piridinonas L69?7.639 y L697.661, también llamadas drogas “L”. Se han hecho estudios
clinicos con derivados de las piridinonas y no se ha encontrado mayor efecto antiviral
que con la zidovudina como se habia descrito in vitro, ademas de desarrollar
resistencias rdpidamente, lo que se habia anticipado en los estudios de laboratorio.

El foscarnet es un inhibidor de la transcriptasa inversa que no pertenece a
ninguno de los dos grupos anteriores. Es un andlogo del pirofosfato y el porcentaje de
respuesta clinica a este firmaco es bajo.

Como ya hemos sefialado la primera fase de expresion del genoma viral se da
en los genes reguladores. La expresion de la proteina codificada por el gen Tat es critica
para la transcripcion del resto de proteinas. Tras un programa de busqueda se descubri6
un producto, el Ro 5—3335, que inhibia la transactivacion del gen Tat. Posee una
estructura similar a las benzodiacepinas, pero a diferencia del TIBO, no inhibe la

transcriptasa inversa y si es efectivo contra el VIH—2. Ademads por su mecanismo de
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accion es capaz de inhibir la replicacion en células cronicamente infectadas, lo que
supone una ventaja respecto a los inhibidores de la transcriptasa inversa. Sin embargo
no tienen accidon conocida en el sistema nervioso central.

La tricosantina (GLQ 223), un compuesto usado como abortivo, parece que
inhibe la traduccién y que actia sobre el linfocito T y sobre el sistema monocito
macrofago, pero no se ha desarrollado su investigacion clinica.

Una vez el ARNm del virus en el citoplasma celular hay varios tipos de
compuestos que podrian actuar sobre él. La ribavirina, un andlogo de la guanosina tiene
una conocida actividad antiviral. Su efecto anti VIH ha sido descrito aunque varia segin
los autores y se han descrito resistencias. Esta podria actuar sobre el ARNm o sobre la
formacion de las proteinas virales. Como monoterapia no ha demostrado gran eficacia
clinica y es antagonista de los andlogos de nucleésidos procedentes de la pirimidina
aunque no de los que provienen de las purinas. Otro de los puntos criticos en la
replicacion del virus reside en la accion de la proteasa. Esta para ser activa tiene que
realizar un proceso autocatalitico del precursor Gag-Pol. Los intentos terapetticos en
este punto del ciclo viral se han intentado con inhibidores del C2 simétrico, que es el
lugar de clivaje especifico de la proteasa y péptidos que mimetizan el substrato proteico
de la proteasa . Aunque son varios los que han demostrado efectividad tanto in vivo
como in vitro, es el Saquinavir el que se ha elegido para multiples ensayos clinicos
demostrando la disminucion de la carga viral y el aumento del numero de linfocitos
CD4, tanto en monoterapia como asociado a zidovudina. Actualmente se han ensayado
otros inhibidores de la proteasa, como el Ritonavir, con éxito en la mejora de

pardmetros virologicos, aunque queda por precisar el beneficio clinico. Sin embargo
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también se ha observado la aparicion de resistencias tempranas, y que estas son
cruzadas entre diferentes inhibidores de la proteasa, por lo que sus utilidades futuras
estaran en la terapia combinada.

Se ha intentado interferir en otros lugares del ciclo viral como en la miristilacion
de las proteinas ofreciendo al virus acidos grasos que reduzcan la capacidad hidrofoba
de los componentes de la membrana para que emigren al citoplasma, aunque de
momento no contamos con resultados. Se postula que la catanospermina impide la
glicosilacion de las proteinas virales y la formacion de sincitios, pero apenas hay
experiencia clinica (Shimada, 1993; Kawamura et al., 1993; Balin et al., 2008; Stevens
etal., 20006)

El interferén actia a varios niveles, pues no solo tiene efectos antivirales sino
también inmunomoduladores. De los tres tipos descritos, parece ser que el alfa y el beta
interferon son mas utiles que el gamma contra el VIH El mas utilizado es el interferon
alfa pues se vio que en pacientes VIH con sarcoma de Kaposi disminuia las infecciones
oportunistas . Este efecto beneficioso sobre la enfermedad no ha podido demostrarse en
pacientes sin Kaposi , por lo que sus indicaciones probablemente estén en la terapia
combinada. Otras sustancias se han empleado como inmunomoduladores, lo que ocurrid
con la interleucina-2, aunque pronto se comprobd que la estimulacion indiscriminada de
linfocitos era perjudicial, al aumentar la replicacion viral. Otros modificadores de la
respuesta biologica son el ampligén, que inhibe in vitro la replicacion del VIH
impidiendo la sintesis de proteinas viricas, con pocos resultados in vivo, el imutiol y el

AS-10], otro compuesto sintético.
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Figura 2. Ciclo replicativo viral del VIH-1 en células. Se resume en la figura el ciclo

bioldgico del VIH y los lugares de accion de los farmacos antivirales (De, 2007)
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5.5.2. NUCLEOSIDOS INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA

La primera clase de agentes antirretrovirales que se desarrolldo fueron los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos. La transcriptasa
inversa es un enzima, contenida en el virion, que el VIH necesita para replicarse a
través de una fase ADN que se integra en el genoma de la célula que ha infectado
(formacion de cadenas de ADN a partir del ARN viral). La inhibicidon pueden ser
competitiva (el antirretroviral imita los sustratos naturales para la sintesis del ADN) y
por terminacion de cadena que impide que se afiadan nuevos nucleoétidos a la cadena de
ADN (Figura 2).

Se ha demostrado que los medicamentos de este grupo aumentan la
supervivencia y disminuye la frecuencia y la severidad de las infecciones oportunistas
en los pacientes que tienen avanzada su infeccion por el VIH; también disminuye la
progresion de la infeccion por el VIH en los pacientes en fases iniciales con recuentos
basales de CD4 menores de 500 célulass/mm3. Sin embargo es posible que los
beneficios en este ultimo grupo puedan ser relativamente breves ya que si bien retrasa la
progresion a SIDA el beneficio disminuye con el paso del tiempo.

Diferentes estudios han demostrado que los miembros de este grupo de
medicamentos son menos efectivos en monoterapia que cuando se combinan entre ellos
y que incluso los efectos de la monoterapia son superiores cuando se cambian los
diferentes inhibidores de la transcriptasa inversa.

Alguna de las pautas establecidas en el tratamiento de combinacion de
antirretrovirales asocia dos NRTI como AZT-ddI, AZT-ddC, AZT-3TC, 4dT-3TC o

4dT-ddl. Por lo general, estas combinaciones usadas de un modo exclusivo no logran
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una reduccidn potente y mantenida de la carga viral y se asocian por lo general con
otros antirretrovirales como los IP o los NNRTI.

El primer ensayo doble ciego controlado monoterapia AZT — placebo comenz6
en 1986 y se denomindé BWO02. Después de 6 meses el andlisis demostré que los
pacientes que recibian el placebo presentaban de un modo significativo mas infecciones
oportunistas y muertes que los que recibian AZT. El estudio ACTG 002 compar6 las
dosis altas de AZT con dosis mas bajas; en ¢l se demostré6 que las dosis menores
presentaban menos toxicidad y mejor supervivencia sin aumento significativo de
evolucion a SIDA comparado con dosis mayores (1500 mg vs 1200 mg durante 4
semanas y después 600 mg/dia).

El ensayo Concorde se desarrolld en Europa desde 1988 a 1990; en ¢l se
buscaba comparar el tratamiento precoz (pacientes con mas de 500 CD4/mm3) con
AZT frente a la terapia diferida en pacientes asintomaticos con un placebo. Se
incluyeron mas de 1700 pacientes aleatorizados en una rama que recibia AZT (250 mg
4 veces al dia) y otra que recibia placebo durante un tiempo de seguimiento de 3 afios.
Los pacientes en el grupo placebo pasaban al grupo AZT cuando su recuento de CD4
era menor de 500 cel. /mm3. En los pacientes del grupo de tratamiento con AZT se
observaron pequefios aumentos en el recuento de CD4 y las proporciones de
supervivencia a los 3 afos no mostraron diferencias significativas entre los grupos
(Souza et al., 2009; Schiller and Youssef-Bessler, 2009; Ortega et al., 2009)

Los estudios ACTG 116/A y ACTG 116/B/ACTG 117 compararon la
monoterapia con AZT y con ddI mientras que el ACTG 114 comparaba AZT con ddC

mientras que el ACTG 106 era un estudio de la eficacia de la combinacion AZT+ddC.
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Estos estudios se realizaron con pacientes con enfermedad avanzada y en ellos se
utilizaron diferentes dosis de los farmacos en un intento de establecer la dosificacion
mas adecuada.

El estudio ACTG 175 proporcioné la primera evidencia de que la terapia que
combinaba dos antirretrovirales era superior en términos de progresion de la infeccion y
supervivencia al empleo de la monoterapia. Ademas por vez primera se obtuvo una
evidencia de que la terapia combinada utilizada en pacientes con la enfermedad
ligeramente avanzada prolongaba la vida a la vez que supuso que el AZT en
monoterapia dejase de ser de primera eleccion.

En ¢l se enrolaron a 2500 pacientes con recuentos moderados de CD4 (entre
250-500 CD4/mm3) de los que 1400 habian recibido previamente antirretrovirales; se
aleatorizaron en 4 ramas: monoterapia con AZT, monoterapia con ddl, combinacion de
AZT+ddl y combinaciéon de AZT+ddC. Los pacientes se siguieron durante 143
semanas. Entre los resultados se comprobd que las dos combinaciones y la monoterapia
con ddl eran superiores a la monoterapia con AZT, con significacion clinica y
estadistica. Un 16% de los pacientes con so6lo AZT evolucionaron o murieron,
comparado con la evolucién de solo el 11% en la rama AZT+ddI, 12% con AZT+ddC u
11% con solo ddI. Las tendencias eran similares en los subgrupos de pacientes ingenuos
o previamente tratados con antirretrovirales, salvo en la rama AZT+ddC en la que el
beneficio se observd solo en los pacientes que no habian recibido previamente
tratamiento. El estudio virologico se realizd en 391 pacientes; la rama AZT produjo a
las 8 semanas un descenso medio de la carga viral de 0,26 1g10, que fue de 0,65 1g10

para la monoterapia con ddl; los valores fueron de 0,93 1g10 para AZT+ddI y de 0,89
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1g10 para AZT+ddC. Se observd que el descenso a las 8 semanas permitia predecir la
evolucion clinica posterior (Al-Jabri and Alenzi, 2009; Balzarini et al., 1998; Barnard et
al., 1997; De, 2002; Rajesh et al., 2009; Ray, 2009; Souza et al., 2009; Stevens et al.,
2006).

Los estudios NUCA y NUCB evaluaron la combinacion de AZT y 3TC y
aportaron datos sobre la mejoria mantenida sobre los marcadores de progresion que
aportan la combinacion de NRTI. EL NUCA se realizo con 366 pacientes que no habian
recibido previamente AZT y que tenian sus CD4 entre 200 y 500. Se disend para
aleatorizar a los pacientes en 4 ramas: AZT solo, 3TC solo, AZT+3TC (150 mg 2
veces/dia) y AZT+3TC (300 mg 2 veces/dia). En los grupos con monoterapia se
observd un ligero aumento de CD4 que con el tiempo volvian a sus niveles basales, un
descenso medio de 0,6 1g10 de la carga viral que volvia a los niveles previos en menos
de 6 meses. En contraposicion en los grupos con combinacién el aumento medio de
CD4 era mayor (30 vs 80 cels./mm3) y persistia al afo de seguimiento y la carga viral
descendia 1,6 lgl0 para estabilizarse en un descenso cercano a 1 Igl0O al afio de
seguimiento. EIl NUCB (europeo) obtuvo resultados similares. Unas variantes de estos
estudios (NUCA 3002 y NUCB 3002) evaluaron la combinacidon en pacientes que
habian sido tratados previamente con AZT; los resultados de la combinacién fueron
superiores a los de cualquier monoterapia, sin embargo los resultados no se
mantuvieron tanto tiempo como en los sujetos ingenuos a AZT (Lightfoot and Milburn,
2009; Balzarini et al., 1998).

De un modo similar el estudio CEASAR proporcion6 evidencia clinica de que la

combinacion AZT+3TC producia retraso en la evolucion de la infeccion. En el grupo en
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el que se utilizo AZT+3TC frente al grupo AZT+placebo se observd que existia una
reduccion superior al 50% del riesgo de progresion de la enfermedad.

El estudio ACTG 306 se disefio para valorar si la combinacién de AZT+3TC era
superior a otras combinaciones de 3TC y otros NRTI diferentes al AZT (dado que 3TC
puede prevenir o modificar la resistencia a AZT tanto in vitro como in vivo). Se
aleatorizaron 299 pacientes, con una carga viral media de 10.000 copias/ml y un
recuento de CD4 medio de 400 cels./mm3, en dos grupos: el grupo d4T y el grupo ddl.
En el primero se aleatorizaron en d4T frente a d4T+3TC frente a AZT+3TC y en otro,
ddI frente a ddI+3TC frente a AZT+3TC. En el estudio se observo que la monoterapia
d4T era inferior a las combinaciones y que estas a las 48 semanas eran similares,
ademas de que la combinacién ddI+3TC no mejoraba los resultados virologicos
(Lightfoot and Milburn, 2009; Barnard et al., 1997) .

Dentro del grupo de los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los
nucleodsidos se encuentran los siguientes farmacos:

e Zidovudina. AZT (Retrovir)
¢ Didanosina. ddI (Videx)

e Zalcitabina. ddC (Hivid)

e Estavudina. d4T (Zerit)

e Lamivudina. 3TC (Epivir)

e Abacavir (Ziagen)

Los datos mas recientes parecen apuntar a que los beneficios clinicos obtenidos

con los inhibidores de la transcriptasa inversa son moderados tanto en su amplitud como
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en su duracion. La aparicion de VIH resistentes parece ser el mayor problema ya que es
responsable del descenso de la eficacia con el paso del tiempo. Este problema es aun
mas patente en los de la transcriptasa inversa no analogos de los nucledsidos (NNRTTI)

entre los que se encuentran, entre otros, la delavirdina y la nevirapina (Lightfoot and

Milburn, 2009; Al-Jabri and Alenzi, 2009; Cutler and Justman, 2008)

5.5.3. MEDICAMENTOS INHIBIDORES DE LA ENTRADA O LA FUSION
DEL VIH A LA CELULA BLANCO.

Los inhibidores de la entrada evitan el ingreso del VIH a las células CD4
(células T) en el cuerpo. Estos inhibidores trabajan de una manera diferente a la
mayoria de los medicamentos anti-VIH aprobados [los inhibidores de la proteasa, los
inhibidores nucleodsidos de la transcriptasa reversa y los inhibidores no nucledsidos de la
transcriptasa reversa, los cuales son activos contra el VIH, después de que el virus entra
a la célula CD.

Los inhibidores de la entrada se adhieren a las proteinas de superficie de las células T o
a las proteinas de superficie del VIH. Para que el VIH se una y pueda entrar a las
células T, las proteinas de la capa externa del VIH deben unirse a las proteinas de
superficie de las células T. Los inhibidores de la entrada evitan que este proceso ocurra.
Algunos inhibidores de la entrada se adhieren a las proteinas gp120 6 gp41 de la capa
externa del VIH. Otros inhibidores utilizan la proteina CD4 6 los receptores CCR5 6
CXCR4 de la superficie de las células T. Si los inhibidores de la entrada logran

adherirse eficientemente a las proteinas, éstas quedan bloqueadas y entonces el VIH no
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puede unirse a la superficie de las células T e ingresar a las mismas (Lightfoot and
Milburn, 2009; He et al., 2008b) .

La FDA (Administraciéon de Alimentos y Farmacos de los EEUU) ha aprobado
dos inhibidores de la entrada. Fuzeon (enfuvirtide) de Roche en marzo de 2003, que
actia a nivel de la proteina gp41 en la superficie del VIH y Selzentry (maraviroc) de
Pfizer, aprobado en agosto de 2007 que actGia a nivel de la proteina CCRS5. Los
medicamentos en experimentacion incluyen a vicriviroc (un inhibidor de la entrada,
bloqueador de CCRS5) de Shering-Plough, el anticuerpo monoclonal bloqueador de
CCRS PRO 140 de Progenics y a TNX-355 de Tanox, que actia a nivel de la proteina
CD4 en las células CD4.

Las personas VIH positivas que tienen resistencia a los [P, INTR e INNTR
probablemente se beneficien de los inhibidores de la entrada, dado que son una clase
diferente de medicamentos. Estas son buenas noticias para las personas VIH positivas
que han probado y fracasado con muchos de los medicamentos anti-VIH aprobados
actualmente (McElrath et al., 2010; Huet et al., 2010).

Fuzeon es un inhibidor de la fusion. La Administracion de Alimentos y
Farmacos de los Estados Unidos lo aprob6 en marzo de 2003. Esta aprobado para el
tratamiento de personas VIH positivas que hayan tomado otros medicamentos anti-VIH
en el pasado, pero que no pueden mantener sus cargas virales indetectables con los
medicamentos que estan disponibles en la actualidad. Aun no se ha aprobado para las
personas VIH positivas que comienzan un tratamiento con medicamentos anti-VIH por
primera vez. Fuzeon se debe usar en combinacion con otros medicamentos para tratar el

VIH (De, 2001; He et al., 2008b; Makinson and Reynes, 2009)

32



5.5.3.1 ENFUVIRTIDE

El enfurvitide es un antirretroviral polipeptidico de la familia de los inhibidores
de fusion, siendo el primero en su especie. Ha sido utilizado en adultos y en nifios
mayores de 6 meses de edad infectados con VIH-1 que han recibido tratamiento
antirretroviral altamente supresora en la que el virus ha desarrollado resistencia a otros
medicamentos.

La enfurtivide impide la unidon del virus a las células del individuo para
infectarlo, especialmente en los linfocitos CD4, los cuales en su membrana contienen
una estructura llamada Receptor CD4 gracias a la proteina pl45, al contacto con el
receptor se convierte en la proteina GP41, es capaz de permitir el paso de la capside del
virus al interior de la célula. La enfurtivida detiene este proceso de fusion en el punto
donde est4 la proteina, por lo que el VIH no puede transmitir su informacion a la célula
y por tanto no la puede infectar (Steffen and Pohlmann, 2009; Oliveira et al., 2009;
Sidhu et al., 2009b).

Dada la naturaleza polipetidica de la enfurtivide, si su administracion fuera por
via oral, el medicamento seria destruido por los 4cidos del estdmago. En consecuencia
no se puede usar via oral. La enfurtivide se administra por inyeccion debajo de la piel.
Esto se conoce como inyeccion subcutanea (He et al., 2008a)

Entre los efectos adversos que llega a presentar el medicamento son diarrea,
nauseas, vomitos, dolores de cabeza, dolor y adormecimiento en pies y piernas e

insomnio (De, 2001; De, 2002; He et al., 2008b; Makinson and Reynes, 2009)
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5.5.3.2 MARAVIROC

El maraviroc, también conocido como Selzentry, es un tipo de medicamento
llamado inhibidor de la entrada. Estos productos bloquean la entrada del VIH a las
células humanas.

El maraviroc fue autorizado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos el 6 de agosto de 2007 para el tratamiento de la infeccion por el VIH-1
con tropismo por el correceptor CCRS en pacientes adultos previamente tratados. Se
administra en combinacion con otro tratamiento antirretroviral. Este medicamento no
cura ni previene la infeccion por el VIH o el SIDA ni reduce el riesgo de transmision
del virus a otras personas.

En 2006, Pfizer establecid6 un programa mundial de acceso ampliado para
suministrar el maraviroc a los pacientes con pocas opciones de tratamiento o sin
ninguna. El programa de acceso ampliado (EAP, por sus siglas en inglés) seguira
proporcionando maraviroc a los pacientes en los paises donde todavia no esta
disponible. Para mas informacion los pacientes y los profesionales de salud.

El maraviroc se fabrica en tabletas de administracion oral. Se puede tomar con
comida o solo. Se vende en tabletas de 150 y 300 mg y a la mayoria de las personas
debe darseles 300 mg dos veces al dia. Algunas personas, por ejemplo, quienes tomen
medicamentos que afecten la concentracion de maraviroc o tengan insuficiencia renal,

deben tomar diferentes dosis de este producto.
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Los pacientes deben informarle al médico sobre cualquier problema de salud
que tengan antes de tomar este medicamento.

Ademas de sus efectos deseables, el maraviroc puede causar algunos efectos
adversos. Entre los efectos secundarios mas comunes observados en estudios hasta la
fecha estan: tos, fiebre, mareo, dolor de cabeza, hipotension arterial, ndusea e irritacion
de la vejiga urinaria. En dos estudios de fase III se notificaron posibles trastornos
hepaticos y cardiacos, mayor riesgo de algunas infecciones y un ligero aumento de las
concentraciones de colesterol.

Los estudios de interaccion medicamentosa muestran cambios en la exposicion
al maraviroc cuando se administra con otros medicamentos contra el VIH, incluso
efavirenz y lopinavir/ritonavir. Estos cambios exigen el empleo de diferentes dosis de

maraviroc (Eron and Hogan, 2002b).

5.6. LANANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas dedicadas al control y
manipulacion de la materia a una escala menor que un micrometro, es decir, a nivel de
atomos y moléculas (nanomateriales). Lo mas habitual es que tal manipulacion se
produzca en un rango de entre uno y cien nandémetros. Para hacerse una idea de lo
pequeiio que puede ser un nanobot, un nanobot de 50 nm tiene el tamafio de 5 capas de
moléculas o 4&tomos.

Nano- es un prefijo griego que indica una medida, no un objeto, de manera que

la nanotecnologia se caracteriza por ser un campo esencialmente multidisciplinario, y
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cohesionado exclusivamente por la escala de la materia con la que trabajan (McNeil,
2005a).

La nanotecnologia promete soluciones vanguardistas y mas eficientes para los
problemas ambientales, asi como muchos otros enfrentados por la humanidad. Las
nanotecnologias prometen beneficios de todo tipo, desde aplicaciones médicas nuevas o
mas eficientes a soluciones de problemas ambientales y muchos otros; sin embargo, el
concepto de nanotecnologia atin no es muy conocido en la sociedad.

Pero estos conocimientos fueron mas alld debido a que con esto se pudo
modificar la estructura de las moléculas como es el caso de los polimeros o plésticos
que hoy en dia los encontramos en todos nuestros hogares y que sin ellos no podriamos
vivir. Pero hay que decir que este tipo de moléculas se les puede considerar de grandes
cualidades. Con todos estos avances el hombre tuvo una gran fascinacion por seguir
investigando mds acerca de estas moléculas, ya no en el dmbito de materiales inertes,
sino en la busqueda de moléculas orgdnicas que se encontraran en nuestro organismo.

Hoy en dia en medicina se le da mas interés a la investigacion en el mundo
microscopico ya que en este se encuentran posiblemente las alteraciones estructurales
que provocan la enfermedad, y no hay que decir de las ramas de la medicina que han
salido mas beneficiadas como es la microbiologia. Inmunologia, fisiologia, en fin casi
todas las ramas de la biologia. Con todos estos avances han surgido también nuevas
especialidades como es la ingenieria genética que hoy en dia todos han oido escuchar
acerca de las repercusiones que puede traer la humanidad como es la clonaciéon o la
mejora de especies. Entre estas ciencias también se encuentra otras no muy conocidas

como es la nanotecnologia, a la cual se le puede definir como aquella que se dedica a la
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fabricacién de la tecnologia en miniatura (Klippstein and Pozo, 2010; Oberdorster,
2010; Retnakumari et al., 2010; Singhal et al., 2010)

La caracteristica fundamental de la nanotecnologia es que constituye un
ensamblaje interdisciplinar de varios campos de las ciencias naturales que estan
altamente especializados. Por tanto, los fisicos juegan un importante rol no so6lo en la
construccion del microscopio usado para investigar tales fendémenos sino también sobre
todas las leyes de la mecénica cuantica. Alcanzar la estructura del material deseado y las
configuraciones de ciertos dtomos hacen jugar a la quimica un papel importante. En
medicina, el desarrollo especifico dirigido a nanoparticulas promete ayuda al
tratamiento de ciertas enfermedades. Aqui, la ciencia ha alcanzado un punto en el que
las fronteras que separan las diferentes disciplinas han empezado a diluirse, y es
precisamente por esa razon por la que la nanotecnologia también se refiere a ser una
tecnologia convergente (Aguilella and Alcaraz, 2009; McNeil, 2005b)

La nanotecnologia avanzada, a veces también llamada fabricacion molecular, es
un término dado al concepto de ingenieria de nanosistemas (maquinas a escala
nanométrica) operando a escala molecular. Se basa en que los productos
manufacturados se realizan a partir de 4tomos. Las propiedades de estos productos
dependen de coémo estén esos atomos dispuestos. Asi por ejemplo, si reubicamos los
atomos del grafito (compuesto por carbono, principalmente) de la mina del lapiz
podemos hacer diamantes (carbono puro cristalizado). Si reubicamos los dtomos de la
arena (compuesta bédsicamente por silice) y agregamos algunos elementos extras se

hacen los chips de un ordenador.
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A partir de los incontables ejemplos encontrados en la biologia se sabe que
miles de millones de afios de retroalimentacion evolucionada pueden producir méaquinas
bioldgicas sofisticadas y estocasticamente optimizadas. Se tiene la esperanza que los
desarrollos en nanotecnologia hardn posible su construccion a través de algunos
significados mds cortos, quizds usando principios biomiméticos. Sin embargo, K. Eric
Drexler y otros investigadores han propuesto que la nanotecnologia avanzada, aunque
quiza inicialmente implementada a través de principios miméticos, finalmente podria
estar basada en los principios de la ingenieria mecénica.

Determinar un conjunto de caminos a seguir para el desarrollo de Ia
nanotecnologia molecular es un objetivo para el proyecto sobre el mapa de la tecnologia
liderado por Instituto Memorial Battelle (el jefe de varios laboratorios nacionales de

EEUU) y del Foresigth Institute (Aguilella and Alcaraz, 2009; McNeil, 2005b)

5.6.1. LANANOBIOTECNOLOGIA

La nanobiotecnologia es una rama de la nanotecnologia con aplicaciones o usos
bioldgicos y bioquimicos. A menudo la nanobiotecnologia estudia elementos existentes
en la naturaleza para fabricar nuevos dispositivos.

El término bionanotecnologia es usado a menudo como sinénimo de
nanobiotecnologia, aunque a veces se hace una distincion entre ambas. Si hacemos la
distincioén entre ambas, la nanobiotecnologia se refiere a usar la nanotecnologia para
alcanzar las metas de la biotecnologia, mientras que la bionanotecnologia puede

referirse a cualquier superposicion entre la biologia y la nanotecnologia, incluyendo el
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uso de biomoléculas como parte o inspiracion de dispositivos nanotecnoldgicos

(Feldkamp, 2009; McNeil, 2005b).

5.6.1.2 LA NANOMEDICINA

La nanomedicina es la rama de la medicina que aplica los conocimientos de
nanotecnologia en las ciencias y procedimientos médicos. En teoria con Ila
nanotecnologia se podrian construir pequefios nano robots nanobots que serian un
ejército a nivel nanométrico en nuestro cuerpo, programados para realizar casi cualquier
actividad (Dubey et al., 2010; Kokura et al., 2010; Webber et al., 2010; Ozpolat et al.,
2010; Fadeel et al., 2010). Una de las aplicaciones mas prometedoras seria la habilidad
de programar estos nanobots para buscar y destruir las células responsables de la
formacion del céncer. Los nanobots de la nanomedicina podrian producirse con la
funcién de reestructurar o reparar tejidos musculosos u 6seos. Las fracturas podrian ser
cosa del pasado, los nanobots podrian programarse para identificar fisuras en los huesos
y arreglar éstos de dos formas; realizando algiin proceso para acelerar la recuperacion
del hueso roto o fundiéndose con el hueso roto o inclusive las dos. Y asi con infinidad
de enfermedades de varios tipos disolviendo sustancias de multiples variedades segun,
en sangre o en la zona a tratar especificamente, inyectando pequefias cantidades de
antibioticos o antisépticos en caso de resfriados o inflamaciones, etc (Sandler, 2009).

Actualmente, las nanoparticulas de plata se estdn usando como desinfectantes y
antisépticos, en productos farmacéuticos y quirtrgicos, en ropa interior, guantes, medias

y zapatos deportivos, en productos para bebés, productos de higiene personal, cubiertos,
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refrigeradores y lavadoras de ropa. Un problema derivado de estas aplicaciones es su
impacto ambiental, ya que en 2005, un estudio encontrd que la plata en nanoparticulas
es 45 veces mas toxica que la corriente y ademds, en 2008, otro estudio indicé que
pueden pasar nanoparticulas sintéticas a los desagiies, con fuerte toxicidad para la vida
acuatica, eliminando también bacterias benignas en los sistemas de drenaje (Swai et al.,
2009; McGee, 2009; Chen and Schluesener, 2008).

Por lo tanto, el poder desarrollar y manipular nanoparticulas que sean capaces de
inhibir directamente el virus del VIH-1 en forma especifica sera de gran importancia, ya
que la mayoria de los compuestos antirretrovirales solo actuan a nivel de la célula y no
contra el virus. Al actuar las NPP directamente contra el virus sin permitirle la entrada
de este a las células y sin permitir que el virus se integre al genoma de la célula huésped

no permitir que se desarrolle resistencia contra las NPP.
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6. METODOS

6.1. Origen de los reactivos
Las NPP de 30-50 nm con 0.2 % PVP de Nanoamor en Houston Texas. La
sulfadiazina de plata (Sigma-Aldrich) y nitrato de plata (Sigma-Aldrich) se prepararon

en una solucidon de RPIM 1640.

6.2. Material bioldgico

Las lineas celulares HeLa-CD4-LTR-B-gal y MT-2, los virus VIH-1 3, VIH-
Igat, VIH-1 geni, VIH-196USSN20, VIH-1BCFO01, VIH-1INNRTIry, HIV-1AZTgry, HIV-
1 Plgy,HIV-1 3TCry,HIV-1 Saquinavir ry , los antirretrovirales AZT, Indinavir, 118-
D-24, Tak-779, y el Enfuvirtide fueron obtenidos a través de programa de referencia del
NIH en los Estados Unidos. Los aislados virales HIV-1g; y HIV-1pepi fueron aislados de
pacientes del Instituto de Inmunologia Clinica y centro de SIDA en Rehovot Israel,
siendo donados por el Dr. Gadi Borkow. Se prepararon alicuotas de sobrenadantes
virales libres de células por medio de cultivo los cuales fueron utilizados como indculos

virales. El UC781 fue donado por el Dr. Gadi Borkow.

6.3. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata
En un microscopio electronico de transmision HRTEM JEOL 2010F con ultra
resolucion equipado con detector para detectar &ngulo de resolucion obscura se realizd

la caracterizacion de las NPP. Una gota de la solucion de NPP con 1 mg/mL se
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preparon en una rejilla de cobre con base de carbdn, se permitié que se evaporara la
solucion. Se analizaron hasta 400 particulas para hacer las medidas de las

nanoparticulas y poder definir sus formas.

6.4. Ensayos de citotoxicidad

Una solucion base de Nanoparticulas de Plata fue diluida 1/2 en forma seriada a
las concentraciones deseadas en medios para cultivo , posteriormente se afiaden a los
pozos que contienen células 5 x 10* HeLa-CD4-LTR-B-gal. Las placas de 96 pozos
fueron incubadas a 37 °C en una incubadora de 5% CO, con atmosfera humidificada
por 48 horas. La viabilidad se cuantifico utilizando el reactivo CellTiter-Glo®

Luminescent Cell Viability Assay (Lara et al., 2010).

6.5. Los ensayos de inhibicion de la infectividad del VIH-1 por las NPP

Diluciones seriadas 1:2 de NPP, fueron mezcladas con los virus VIH-1 g,
VIH-1ga, VIH-1 geni, VIH-196USSN20, VIH-1BCF01, VIH-1NNRTIRry, HIV-1AZTgy,
HIV-1 Plry,HIV-1 3TCry,HIV-1 Saquinavir gy a un 10°TCIDs, y esta mezcla fue
puesta a incubar con las células HeLa-CD4-LTR-B-gal, dando como resultado un MOI
de 0.2 — 0.5 (Borkow et al., 2003; Borkow et al., 2007; Elechiguerra et al., 2005b) . La
infeccion por VIH-1 se cuantificoé después de 48 horas de incubacion midiendo la
actividad de la B-galactosidasa producida debido a la infeccion, esta se detecta y
cuantifico con el sistema de Beta-Glo de Promega. La eficacia de los compuestos para
inhibir la infeccion del VIH-1 (ICsp) se cuantifico segiin el control positivo y se analiza

la dosis respuesta.
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6.6. Los ensayos de inhibicion de la infectividad del VIH-1 por los iones de plata
Diluciones seriadas 1:2 de sulfadiazina de plata y nitrato de plata, fueron
mezcladas con el virus VIH-1 iz libre de células a un 10°TCIDs, y esta mezcla fue
puesta a incubar con las células HeLa-CD4-LTR-B-gal, dando como resultado un MOI
de 0.2 — 0.5 (Borkow et al., 2003; Borkow et al., 2007; Elechiguerra et al., 2005b) . La
infeccion por VIH-1 se cuantifica después de 48 horas de incubacion midiendo la
actividad de la B-galactosidasa producida debido a la infeccion, esta se detecta y
cuantifica con el sistema de Beta-Glo de Promega. La eficacia de los compuestos para
inhibir la infeccion del VIH-1 (ICsp) se cuantifica seglin el control positivo y se analiza

la dosis respuesta.

6.7. Adsorcion viral

Se agregaron diluciones seriadas 1:2 de NPP a HIV-1ys a un m.o.i de 0.2-0.5
Después de la infeccion, se incubaron a temperatura ambiente. Posteriormente esta
mezcla se centrifuga tres veces a 10,000 rpm, se desechd el sobrenadante y se lavo tres
veces el remanente. Al final el remanente fue resuspendido en DMEM vy colocado en las
placas de 96 pozos con células HeLa. Las células fueron incubadas en CO; 5% en
incubadora humidificada a 37 °C por 48 horas. La cuantificacion de la inhibicion viral

fue detectada por medio del ensayo Beta-Glo .(Soule et al., 1998)

6.8. Ensayo de fusion basado en células

Las células HL2/3 fueron cocultivadas en relacion 1:1 con las células HeLa-

CD4-LTR-B-gal que como su nombre indica, expresan el CD4, y por 48 horas de
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incubacion en presencia o ausencia de NPP, para poder determinar si los compuestos
anteriormente citados interferian de algin modo con la unién Env con el receptor CDA4.
Al establecerse la fusion de ambas lineas celulares, la proteina Tat de las células HL.2/3
activa el indicador por la expresion génica en las células HeLa-CD4-LTR-B-gal
(Ciminale et al., 1990). La actividad B-gal fue cuantificada por el ensayo Beta-Glo de
Promega. El porcentaje de inhibicion de las células fusogénica HL2/3 fue calculado con

respecto al control de células fusionadas sin tratamiento por NPP.

6.9. Ensayo de tiempo minimo para inhibir la fusion basado en células fusogénicas

Las células HL2/3 fueron cocultivadas en relacion 1:1 con las células HeLa-CD4-LTR-
B-gal que expresan el CD4, y por 48 horas de incubacion en presencia o ausencia de
NPP, para poder determinar el tiempo minimo requerido para los compuestos
anteriormente citados en la inhibicion de la fusién con la uniéon Env y con el receptor
CD4.Los tiempos fueron 60 , 30, 15, 7, 3, y 1 minuto, asi como las dosis de NPP que
fueron 2,1 y 0.5 mg/mL. Al establecerse la fusion de ambas lineas celulares, la proteina
Tat de las células HL2/3 activa el indicador por la expresion génica en las células HeLa-
CD4-LTR-B-gal (Ciminale et al., 1990). La actividad B-gal fue cuantificada por el
ensayo Beta-Glo de Promega. El porcentaje de inhibicion de las células fusogénicas
HL2/3 fue calculado con respecto al control de células fusionadas sin tratamiento por

NPP.
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6.10. Las NPP y la interaccion gp120-CD4 por ELISA

La actividad inhibitoria por parte de las NPP contra la interaccion gp120-CD4 se
cuantifico por medio de un inmunoensayo de ELISA gpl20 capture Assay
Immunodiagnostics Incorporated para la captura competitiva de gp120. Una cantidad
constante de gp120 fue incubada por 10 minutos a temperatura ambiente con cantidades
diferentes de NPP de 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31 y un control sin NPP tnicamente con
gp120, la mezcla de gp120 con NPP a diferentes dosis fue depositada en los pozos con
CD4 impregnados para cuantificar la cantidad de gp120 que se unié al pozo a una

absorbancia de 450 nm en un lector de ELISA.

6.11. Experimentos por adicion en tiempos

Las células HeLa-CD4-LTR-B-gal fueron infectadas con VIH-1 al 10° TCIDsy.
Las Nanoparticulas de plata, T-20, AZT e Indinavir, y fueron agregados en diferentes
tiempos (0, 1,2, 3... 12 h) después de la infeccion. La inhibicion de la infeccion se
cuantificé después de 48 horas midiendo la actividad del B-gal con el sistema de ensayo

Beta — Glo de Promega (Hombrouck et al., 2008; Esimone et al., 2009).

6.12. Anélisis estadisticos

Las graficas mostraron los valores de desviacion estdndar como resultado de
cada experimento repetido tres veces en momentos diferentes y cada uno por duplicado.
Los estudios de adicion por etapas del ciclo replicativo del virus se realizo por regresion

no linear por el programa SigmaPlot 10.0.
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7.0 Resultados

7.1 Citotoxicidad

Las lineas celulares HeLa-CD4-LTR-B-gal (que expresan ambos correceptores CXCR4
y CCRS), MT-2 (linea humana celular linfoide la cual expresa CXCR4), y linfocitos
polimorfonucleares humanas, fueron utilizadas en la medicion de citotoxicidad contra
las NPP. Se cuantifico la citotoxicidad por un ensayo basado en la cuantificacion de
ATP que contienen las células viables en el cultivo celular. La citotoxicidad del 50%
(CC50) fue de 3.9 = 1.6 mg/mL para las células HeLa-CD4-LTR-B-gal, para las los
linfocitos polimorfonucleares fue de 1.11 + 0.32 mg/mL y para la linea celular MT-2

fue de .3 = 0.58 mg/mL (Tabla III).

7.2 Actividad de inhibicion de la infeccion

Las NPP de 30 a 50 nm fueron utilizadas contra un panel de aislados de VIH-1
mB, VIH-1py, VIH-1 peni, VIH-196USSN20, VIH-1BCFO1, VIH-INNRTIry, HIV-
1AZTry, HIV-1 Plry,HIV-1 3TCgry,HIV-1 Saquinavir gy usando células indicadoras
por medio de las cuales se puede cuantificar la infeccion del VIH-1 in vitro con un
estudio basado en la luciferasa. Las NPP inhibieron todas las cepas, mostrando una
potencia de inhibicion de la infeccion contra T-tropicos, M-tropicos, dual tropicos y
aislados resistentes a antiretrovirales (Tabla IV). La concentracion de las NPP

necesarias para inhibir el 50% (ICsp) fue de .44 a 0.91 mg/mL. El indice terapéutico
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refleja la actividad del compuesto relacionando la toxicidad (CCsg) con la efectividad
(ICsp), en las mismas condiciones del estudio in vitro. Para las diferentes cepas del VIH-
1 que se trataron con las NPP , no se encontrdé disminucion significativa en el indice
terapéutico , siendo estas cepas resistentes a antirretrovirales NNRTI, NRTI, PI y PII,

comparadas con las cepas no resistentes (Tabla IV).

Tabla Il1. Citotoxicidad de las nanoparticulas de plata

Linea Origen Correceptores CCsp»
cellular
HeLa-CD4- Linea celular humana derivada | CXCR4y 3.9+ 1.6 mg/mL
LTR-B-gal de cancer cervical CCRS
MT-2 Linea humana celular linfoide | CXCR4 0.3 +£0.58 mg/mL
PMN Linfocitos humanos CXCR4 1.11+0.32
mg/mL

*Los valores representan la media de los triplicados + la desviacion estandar.
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Tabla IV. Actividad de inhibicién de la infeccion de las NPP usando diferentes Cepas del

VIH-1.
Tropismo (co-
Cepa de VIH-1 IC50 (MM)* IT
receptor)

1B T (X4) 0.44 (£ 0.3) 8.9

Eli T (X4) 0.42 (+0.2) 9.3
Beni T (X4) 0.19 (£ 0.1) 20.5
96USSN20 T (X4)/ M (R5) 0.36 (£ 0.2) 12.5
Bal M (R5) 0.27 (£ 0.2) 14.4
BCFO01 M (R5) 0.37 (£ 0.3) 10.5
AZTry T (X4) 0.19 (+ 0.01) 20.5

NNRTIry T (X4) 0.61 (+ 0.24) 6.4

Plry T (X4) 0.91 (+0.09) 4.3

3TCry T (X4) 0.73 (+0.12) 5.3

Saquinavirgy T (X4) 0.81 (£0.11) 4.8

* Los valores representan la media (triplicado) + la media del error estandar.
** La CCs de las células HeLLa (mg/mL) se cuantifico en 3.9 (& 1.6)
NNRTTL. inhibidor de la retrotranscriptasa no nucledsido, PI: inhibidor de proteasa, RV:

virus resistente.
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7.3 La actividad de antiviral de las NPP y los iones de plata.

La sulfadiazina de plata (AgSD) y el nitrato de plata (AgNO3) fueron utilizadas

contra aislados de VIH-11IIB, utilizando células indicadoras por medio de las cuales se
puede cuantificar la infeccion del VIH-1 in vitro con un estudio basado en la luciferasa.
El indice Terapéutico se obtuvo al dividir el ICsy entre el CCsy de cada compuesto. El
Indice Terapéutico para las NPP es de 8.9, mientras que para las AgSD, como para las
AgNO; el Indice terapéutico fue de 0.7. Como resultado tenemos una inhibicion de la
infeccion del VIH-1 12 veces mayor para las NPP comparado con medicamentos

liberadores de iones de plata (Tabla V).

Tabla V. Indice Terapéutico de medicamentos con iones de plata.

Compuestos de plata ICs células HeLa CCso* IT
NPP 0.44 mg/mL (£ 0.3) 3.9 mg/mL (£ 1.6) 8.9

AGSO 39.33 pg/mL (£ 14.6) 28.25 ug/mL (£ 7.28) 0.7
AgNO; 0.00059% (£ 0.00022%) 0.00044% (£ 0.00002%) 0.7

* Los valores representan la media (triplicado) + la media del error estandar.

7.4 Inhibicion de la adsorcion viral

Un método utilizado que nos comprueba si la actividad de las NPP contra el
VIH-1 es debido a la inhibicion de la union o fusion del VIH-1 a las células, por lo cual
se realizo el ensayo de inhibicion de la adsorcion viral. Un inhibidor de fusion
(Efurvitide) se incluyo como control, ya que es un inhibidor de fusion utilizado

clinicamente. Las NPP inhibieron la unién del virus HIVyg a las células blanco, siendo
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su ICsp de 0.44 mg/mL (Figura 3). El inhibidor de fusion Enfuvirtide se incluyé como
control dando 10.1 pg/ml (Figura 4) y también se incluyé como control el UC781, el
cual, por ser un inhibidor de la transcriptasa reversa no nucledsido no inhibié en esta

prueba (Figura 5).

7.5 Inhibicion de la fusion mediada por las membranas Env/CD4

El ensayo de fusion basado en células fusogénicas fue utilizado para poder simular el
proceso de la fusion que realiza el VIH-1 con la célula huésped el cual es debido a la
union gpl120-CD4. Utilizamos para este estudio las células HL2/3, las cuales expresan
HIV-1 Env en su superficie y la proteina Tat en su citoplasma (células efectoras) las
cuales se cocultivaron con células HeLa-CD4-LTR-- gal (células indicadoras) ambas
se fusionan dando como resultado la interaccion entre la gp120-CD4, y la cantidad de
células que se fusionan puede ser medida de forma cuantitativa por el gen reportero de
B-gal . Con el cocultivo de ambas células, las NPP bloquearon la fusion de ambas
células de forma eficiente (Figura 6) en una forma dependiente a la dosis (1.0-2.5
mg/mL). Los controles utilizados, que actian en diferentes etapas del ciclo replicativo
del VIH-1, como el UC781 (NNRTI), AZT (NRTI), y el Indinavir (PI), como era de
esperarse, no inhibieron la fusion celular en este ensayo basado en células. . Ademas las
células HL2/3 y HeLa-CD4-LTR-B-gal fueron incubadas con diluciones 2,1 y 0.5
mg/mL de NPP a tiempos de 1, 15,30 y 60 minutos para determinar el tiempo minimo

de accion de las NPP, resultando que inicia en minutos y dura hasta 1 hora su accion.
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Figura 3. Adsorcion viral y NPP. A diluciones seriales 2:1 de NPP se les agrego el
VIH-13 @  10° TCIDs, de virus libre de células resultando un m.o.i de 0.2 — 0.5.
Después de incubar por 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifuga la mezcla tres
veces a 10,000rpm posteriormente el sobrenandante es removido y el concentrado viral
se lava tres veces. El concentrado final es colocado en placas de 96 pozos con células
HeLa-CD4-LTR-B-gal. La cuantificacion de infeccion del VIH-1 se realiza con un
ensayo de luciferasa. El porcentaje de la adsorcion viral se calcula con respecto al
control positivo de virus no tratado con NPP. El estudio se realiza por triplicado
representando cada punto la media + la desviacion estdndar y las lineas son por

regresion linear calculadas por el programa SigmaPlot 10.0
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Figura 4. Adsorcién viral y Enfuvirtide (T-20). A diluciones seriales 2:1 de
Enfuvirtide se les agregd el VIH-1y a 10° TCIDs, de virus libre de células resultando
un m.o.i de 0.2 — 0.5. Después de incubar por 1 minuto a temperatura ambiente, se
centrifuga la mezcla tres veces a 10,000rpm, posteriormente el sobrenandante es
removido y el concentrado viral se lava tres veces. El concentrado final es colocado en
placas de 96 pozos con células HeLa-CD4-LTR-B-gal. La cuantificacién de infeccion
del VIH-1 se realiza con un ensayo de luciferasa. El porcentaje de la adsorcion viral se
calcula con respecto al control positivo de virus no tratado con Enfuvirtide. El estudio
se realiza por triplicado representando cada punto la media + la desviacion estdndar y

las lineas son por regresion linear calculadas por el programa SigmaPlot 10.0
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Figura 5. Adsorcion viral y el UC781. A diluciones seriales 2:1 de UC781 se les
agregd el VIH-1yp a 10° TCIDs, de virus libre de células resultando un m.o.i de 0.2 —
0.5. Después de incubar por 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifuga la mezcla
tres veces a un 10,000rpm, posteriormente el sobrenandante es removido y el
concentrado viral se lava por tres veces. El concentrado viral libre final es colocado en
placas de 96 pozos con células HeLa-CD4-LTR-B-gal. La cuantificacién de infeccion
del VIH-1 se realiza con un ensayo de luciferasa. El porcentaje de la adsorcion viral se
calcula con respecto al control positivo de virus no tratado con UC781. El estudio se
realiza por triplicado representando cada punto la media + la desviacion estandar y las

lineas son por regresion linear calculadas por el programa SigmaPlot 10.0
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Figura 6. Inhibicion de la interaccion gp120-CD4" por las NPP basado en células.
Ensayo de fusion basado en células fue usado para simular la fusion de gp120-CD4+ del
virus a las membranas del huésped. Células HL2/3 y HeLa-CD4-LTR-B-gal fueron
incubadas con diluciones seriadas de NPP y antiretrovirales ya conocidos (UC781
(NNRTI), AZT (NRTI), y el Indinavir (PI). El ensayo se realizé por triplicado; donde

cada punto representa la media + la media del error estandar.
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Figura 7. Inhibicion de la fusién en ensayo basado en células en diferentes tiempos

de pretratamiento. Ensayo de fusion basado en células fue usado para simular la

fusion de gp120-CD4+ del virus a las membranas del huésped. Células HL2/3 y HeLa-

CD4-LTR-B-gal fueron incubadas con diluciones 2,1 y 0.5 mg/mL de NPP a tiempos de

1, 15,30 y 60 minutos. Hay efectos inhibitorios hasta 1 hora después del pretratamiento

de células fusogénicas con NPP. El ensayo se realizo por triplicado; donde cada punto

representa la media + la media del error estandar.
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7.7 Las NPP interfieren en la interaccion gp120-CD4

La actividad inhibitoria por parte de las NPP contra la interaccion gp120-CD4 con un
inmunoensayo de ELISA para la captura competitiva de gp120. Una cantidad constante
de gp120 fue incubada por 10 minutos a temperatura ambiente con cantidades diferentes
de NPP, la mezcla de gp12o0 con NPP a diferentes dosis fue depositada en los pozos con
CD4 impregnados para cuantificar la cantidad de gpl20 que se unié al pozo.
Comparando los resultados con el control (0.0 mg/mL), se obtuvo un decremento hasta
del 60% de gp120 en el pozo con la cantidad mas alta de NPP de gp120 que se uni6 a
los pozos impregnados de CD4. Como se muestra en la figura 8, se observd un
decremento en los valores de absorbancia con la presencia de la combinacioén de gp120
y NPP (0.3-5.0 mg/mL). Los datos obtenidos en el ELISA de captura de gpl20,
combinados con los resultados del ensayo de fusién basado en células, comprueban la
hipdtesis de que las NPP inhiben la infeccion del VIH-1 bloqueando la entrada viral , y

muy en particular con la interaccion gp120-CD4.
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Figura 8. Inhibicion de la interaccion gp120-CD4. El grado de inhibicion de la unién
de las proteinas gpl120-CD4 se evalu6 en un ELISA gp120/CD4 en la presencia o
ausencia de NPP. Gp120 fue expuesta a diluciones seriales de NPP por 10 minutos, y
luego afiadida a una placa con CD4 para medirse posteriormente a 450mn. El ensayo se

realiz6 por duplicado; donde cada barra representa la media + la media del error

estandar.
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7.8. Inhibicion segun etapas del ciclo replicativo viral por las NPP

Para poder determinar el blanco de accion de las NPP, implementamos el
llamado experimento por adicion en tiempos o por sus siglas en ingles (TAE), el cual se
realiza durante el ciclo replicativo del virus. EI TAE se utiliza para delimitar la etapa del
ciclo replicativo viral donde hay un bloqueo por parte de las NPP. Las células HeLa
(expresan CD4, CXCR4 y CCRS5) fueron infectadas con virus libre HIV-1yp primero y
después se adicionaron los antirretrovirales: NPP (1.0 mg/mL), Tak-779 (2.0 uM),
AZT (20.0 uM), Indinavir (0.25 uM), o 118-D-24 (100.0 uM), en tiempo cero y a
diversas horas después de la inoculacion viral. Los medicamentos antirretrovirales
fueron escogidos como controles ya que actiian en diferentes sitios del ciclo replicativo
viral (fusion o entrada, transcripcion reversa, actividad de proteasa, e integracion al
genoma). Como puede observarse en la Figuras 9,10,11 y 12, la actividad de Tak-779,
AZT, Indinavir, y 118-D-24 empieza su actividad de inhibicion viral posteriormente de
que se pasa la etapa del ciclo replicativo en el cual hacen blanco, por lo tanto , la
actividad de inhibicion de los inhibidores de fusion empieza a declinar después de las 2
horas (Figura 9), los inhibidores de transcriptasa reversa declinan después de 4 horas
(figura 10) , los inhibidores de la proteasa declinan después de las 7 horas (Figura 11), y
los inhibidores de integrasa declinan su actividad antiviral después de 12 horas (Figura
12). En contraste, las NPP tienen la capacidad de retener su actividad antiviral hasta

después de 1 horas de haber inoculado el virus. Estos resultados muestran que las NPP
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intervienen en otras etapas del ciclo replicativo viral, no Uinicamente en el de fusion o
entrada
Estas etapas del ciclo replicativo viral que son inhibidas incluyen fusién o entrada e

integracion al genoma de la célula huésped.

7.9. Actividad virucida de las NPP

Para estudiar el efecto de las NPP contra virus libre tratado con diferentes dosis de
NPP. Los virus libres y los virus asociadas a células estan presentes en el semen y
secreciones cervicovaginales y son infecciosos permitiendo transmitirse a través de la
barrera mucosa del cérvix. Se cuantifico la infectividad residual después de tratarse con
NPP a diferentes dosis por un ensayo de luciferasa de virus libres de células (un T
tropico y un M-trépico). Como se muestra en la Figuras 13,14 y 15 el virus VIH-;j5 y el
VIH-1p, disminuyeron la infectividad de las particulas virales después de 5 minutos de
exposicion a las NPP. El efecto de inhibicion de la infeccion aumentd al exponerse los
virus por 60 minutos a las NPP, por lo que demostramos que las NP actian directo en el

virion, inactivandolo.
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Figura 9. Experimentos por adicion en tiempos con NPP contra inhibidor de
fusion. Las células HeLa-CD4-LTR-B-gal infectadas (VIHj;g) fueron expuestas a NPP
(1 mg/mL) inhibidores de fusion (Tak-799, 2.0 uM), en diferentes tiempos (horas). La
linea punteada indica el momento cuando las NPP y el antirretroviral difieren. El ensayo
se realizo por triplicado; cada punto representa la media y la lineas de color son las
curvas de regresion no lineal realizadas mediante el software Sigma Plot 10.0. A las 2

horas empieza a decaer la inhibicion del medicamento.
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Figura 10. Experimentos por adicion en tiempos con NPP contra inhibidores de
RT. Las células HeLa-CD4-LTR-B-gal infectadas (VIHyjs) fueron expuestas a NPP (1
mg/mL) y inhibidores de RT (AZT, 20 uM), en diferentes tiempos (horas). La actividad
de las NPP fue comparada con este antirretroviral.La linea punteada indica el momento
cuando las NPP y el antirretroviral difieren. El ensayo se realizod por triplicado; cada
punto representa la media y la lineas de color son las curvas de regresion no lineal
realizadas mediante el software Sigma Plot 10.0. En este caso a las 4 horas empieza a
decaer la actividad de inhibicion viral de los RT, la actividad de las NPP se mantienen

en ese lapso de tiempo del ciclo replicativo viral.
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Figura 11. Experimentos por adicion en tiempos con NPP contra inhibidores de
proteasa. Las células HeLa-CD4-LTR-B-gal infectadas (VIHpg) fueron expuestas a
NPP (1 mg/mL) y inhibidores de proteasa (Indinavir, 0.25 uM) en diferentes tiempos
(horas). La actividad de las NPP fue comparada con este antirretroviral.La linea
punteada indica el momento cuando las NPP y el antirretroviral difieren. El ensayo se
realizé por triplicado; cada punto representa la media y las lineas de color son las curvas
de regresion no lineal realizadas mediante el software Sigma Plot 10.0. En este caso a
las 7 horas empieza a decaer la actividad de inhibicion viral de los inhibidores de

proteasa (Indinavir, 0.25 uM).
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Figura 12. Experimentos por adicion en tiempos con NPP contra inhibidores de
integrasa. Las células HeLa-CD4-LTR-B-gal infectadas (VIHyg) fueron expuestas a
NPP (1 mg/mL) o inhibidores de integrasa (118-D-24, 100 uM) en diferentes tiempos
(horas). La actividad de las NPP fue comparada con este antirretroviral. La linea
punteada indica el momento cuando las NPP y el antirretroviral difieren. El ensayo se
realiz6 por triplicado; cada punto representa la media y las lineas de color son las curvas
de regresion no lineal realizadas mediante el software Sigma Plot 10.0. En este caso a

las 14 horas se aprecia que ambos compuestos actuan en forma similar.
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Figura 13. Actividad virucida de las NPP contra cepas de VIH-1 M -Trdpicos

Diluciones seriadas de NPP fueron agregadas a 10° TCIDsg del VIH-1g, virus libre no
asociado a células a 0.2-0.5 m.o.i. Después de la incubacion por 5 min y 60 min, las
mezclas fueron centrifugadas a 10,000 rpm. El sobrenadante fue desechado y el
concentrado fue lavado 3 veces. Finalmente el concentrado fue colocado en los
pocillos de las placas de 96 con células HeLa-CD4-LTR- B-gal. El ensayo de infeccion
viral se realiz6 mediante un ensayo basado en luciferasa. El porcentaje de infectividad
residual después del tratamiento con las NPP fue calculado respecto al control positivo
(virus no tratado con NPP). El ensayo se realiz6 por triplicado; donde cada punto
representa la media y las lineas continuas son las curvas de regresion no lineal

realizadas mediante el software Sigma Plot 10.
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Figura 14. Actividad virucida de las NPP contra virus T tropicos. Diluciones
seriadas de NPP fueron agregadas a 10° TCIDso de VIH-1y virus libre a 0.2-0.5 m.o.1.
Después de la incubacion por 5 min y 60 min, las mezclas fueron centrifugadas a
10,000 rpm. El sobrenadante fue desechado y el concentrado fue lavado 3 wveces.
Finalmente el concentrado fue colocado en los pocillos de las placas de 96 con células
HeLa-CD4-LTR- B-gal. El ensayo de infeccion viral se realizO mediante un ensayo
basado en luciferasa. El porcentaje de infectividad residual después del tratamiento con
las NPP fue calculado respecto al control positivo (virus no tratado con NPP). El ensayo
se realizd por triplicado; donde cada punto representa la media y las lineas continuas

son las curvas de regresion no lineal realizadas mediante el software Sigma Plot 10.
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Figura 15. Actividad virucida de las NPP contra los virus T y M trépicos.
Diluciones seriadas de NPP fueron agregadas a 10° TCIDsy de VIH-1yys y VIH-1gy
virus libre a 0.2-0.5 m.o.i. Después de la incubacién por 5 min y 60 min, las mezclas
fueron centrifugadas a 10,000 rpm. El sobrenadante fue desechado y el concentrado fue
lavado 3 veces. Finalmente el concentrado fue colocado en los pocillos de las placas
de 96 con células HeLa-CD4-LTR- B-gal. El ensayo de infeccion viral se realizo
mediante un ensayo basado en luciferasa. El porcentaje de infectividad residual después
del tratamiento con las NPP fue calculado respecto al control positivo (virus no tratado
con NPP). El ensayo se realizd por triplicado; donde cada punto representa la media y
las lineas continuas son las curvas de regresion no lineal realizadas mediante el software

Sigma Plot 10.
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7.10. Inhibicion de la infeccion de VIH-1 asociado a células cronicamente
infectadas

Las NPP también fueron efectivas contra la transmision de la infeccion del VIH-
1 por medio de los virus asociados a células, utilizando células infectadas cronicamente
con el VIH-1, como los linfocitos polimorfonucleares y las células H9™ (linea celular de
linfocitos humanos). Se logro la inhibicion de la infeccion en un 50% aun cuando las

NPP fueron tnicamente expuestas por 1 minuto a las células infectadas (Figuras 16 y

17).
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Figura 16. Inhibicion de la infectividad del VIH-1 asociado a células. Infeccion
cronica del VIH-1 asociado a la linea celular cronicamente infectada H9+, son
incubadas con diluciones seriadas de NPP por 1 min y 60 min. Las células tratadas
fueron centrifugadas y lavadas 3 veces con medio, y después se agregaron estas cé¢lulas
para cocultivarlas a las células indicadoras TZM-bl se incubaron a 37*C por 72 horas.
El ensayo de la infeccion del VIH-1 se cuantifico mediante un ensayo con luciferasa. El
ensayo se realizd por triplicado, las barras indican la media + la media del error

estandar.
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Figura 17. Inhibicion de la infectividad del VIH-1 asociado a células. Las células
polimorfonucleares o PMN fueron incubadas con diluciones seriadas de NPP por 1min
y 60 min. Las células tratadas fueron centrifugadas y lavadas 3 veces con medio, y
después se agregaron a las células indicadoras TZM-bl e incubadas a 37 *C. El ensayo
de la infeccion del VIH-1 se hizo mediante un ensayo con luciferasa después de 48h. El
ensayo se realizé por triplicado; donde las barras indican la media + la media del error

estandar.
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8.0 DISCUSION

Las NPP han probado ser un agente antiviral contra el VIH-1, pero su
mecanismo de accion contra la infecciéon del VIH-1 no habia sido comprobado. Nos
planteamos varias interrogantes: ;es la gp120 el principal blanco de las NPP?, ;las NPP
actian como inhibidores de entrada? Investigamos los mecanismos de accion de las
NPP contra el VIH-1. Nuestros resultados demuestran, por primera vez que las NPP
actian en la etapa temprana de replicacion viral del VIH-1 como un agente virucida o
inhibidor de entrada en un rango de concentracion no toxico.

No encontramos diferencias significativas en las actividades de inhibicion de la
infeccion del VIH-1 de diferentes cepas resistentes a medicamentos antirretrovirales
(Tabla 1), asi que las mutaciones en las cepas de VIH-1 que confieren a estas la
resistencia no afectan la eficacia de las nanoparticulas de plata. Estos resultados
concuerdan con hallazgos previos de Lara HH y colaboradores, donde se ha
comprobado que las NPP son biocidas de amplio espectro (Ayala-Nuifiez et al., 2009;
Lara et al., 2010; Neurath et al., 2001; Lara et al., 2009)

Las cepas de VIH-1 que se han encontrado en la poblacién infectada puede
diferir ampliamente en su patogenicidad , virulencia y sensibilidad a los medicamentos
antirretrovirales (Spira et al., 2003). El hecho de que las NPP inhiban a una variedad de

cepas las hace efectivas como agentes de amplio espectro contra el VIH-1. Esta
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propiedad en particular puede reducir la posibilidad de emergencia de resistencias del
virus y su subsecuente proliferacion.

Las NPP ademas inhibieron una variedad de cepas VIH-1 sin que el tropismo
del virus impidiera de algiin modo la inhibicion (Tabla IV). La variabilidad de la gp120
entre las cepas del VIH-1 es el mayor determinante por el cual varia el tropismo de las
cepas del VIH-1, con el asa del V3 de la gpl120 que reconoce los receptores de las
quimiosinas tanto las CXCR4 (virus T-trépico), CCRS (virus M-tropico ), o para
ambos o virus dual trépico (Chavda et al., 1994). El hecho de que las NPP inhiben las
cepas virales que se probaron nos indica que su mecanismo de acciéon no depende del
determinante de su tropismo viral. En estudios anteriores se postuld que las NPP tienen
una interaccion especifica contra el VIH-1 uniéndose de forma especifica a la gp120
(Elechiguerra et al., 2005a). Nuestros resultados muestran que la inhibicién por las NPP
no depende en la gp120 de la region del asa V3 la cual contiene cargas positivas lo que
contribuye en su papel determinante del tropismo hacia los correceptores celulares
(Naganawa et al., 2008). Las NPP también tienen cargas positivas, por lo que el Asa
V3- no seria su sitio preferido de interaccion, por lo tanto las NPP pudieran actuar como
inhibidoras de la unién impidiendo la interaccion gp120-CD4, en vez de ser inhibidoras
o antagonistas de los correceptores los cuales interfieren con el contacto gpl20-
CXCR4/CCRS5 (Borkow and Lapidot, 2005a).

En el ensayo de adsorcion viral se demostré que el mecanismo de accion contra
el VIH-1 esta basado en la inhibicion de la etapa inicial del ciclo replicativo viral.
Ademas, con la captura de gpl20 en el ensayo de ELISA (Figura 8), y con los

resultados del estudio de fusion basado en células (Figura 6 -7), apoya la hipotesis de
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que las NPP inhiben la infeccion viral bloqueando la entrada del virus a la célula,
particularmente en la interaccion gpl120-CD4. Observaciones previas en microscopia
electronica apoyan aun mas esta hipotesis ya que las NPP se distribuyeron e la
membrana viral (Borkow and Lapidot, 2005a; Elechiguerra et al., 2005¢). Si las NPP no
se unen al asa V3 por tener cargas positivas, entonces interactian con la cavidad
negativa del gp120 (Kwong et al., 1998), la cual se une al CD4. La interaccion entre la
CD4 y la Gpl20 es electrostatica (Wyatt and Sodroski, 1998). Ademas las NPP
pudieran interactuar con los dos disulfuros localizados en la mitad carboxilico de la
glicoproteina gp120 del VIH-1, un area que se ha relacionado con la union al receptor
CD4 (Lekutis et al., 1992).

Las NPP demostraron actuar rapidamente inhibiendo la fusiéon en un ensayo
basado en células fusogénicas, siendo este un ensayo que mide fusion de gp120 con las
células indicadoras CD4, con lo que se puedo medir que las NPP son virucidas que
actian en tan solo un minuto y ademdas mantienen su capacidad inhibitoria, aun después
de lavar las células hasta por una hora. Los virucidas para poder ser considerados
microbicidas potenciales requieren de actuar rapidamente y mantener su capacidad de
accion por tiempo prolongado (Zussman et al., 2003).

Los iones de plata se unen a los grupos sulfidrilos, lo cual produce a las
proteinas su desnaturalizaciéon debido a la reducciéon de las uniones disulfuro
(McDonnell, 2007). Por lo tanto nosotros concluimos que las NPP no solamente se unen
a la gp120, sino que ademdas modifican la proteina viral desnaturalizando sus uniones
disulfuro las cuales estan localizadas en la region de union a la CD4. Esto correlaciona

con nuestros resultados ya que las NPP disminuyen su capacidad infectiva del virus a
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los 60 minutos comparada con 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente (Figura
13,14 y 15). Una vez que establecimos que el efecto de la inhibicion de la infeccion del
VIH-1 aumenta segin aumenta el tiempo de incubacion de las NPP contra el virus, es
posible establecer que las NPP inicialmente se unen a las espiculas gp120 inhibiendo la
capacidad infectiva del virus modificando de forma irreversible la estructura de la
membrana de envoltura viral. De cualquier forma se necesitaran mas estudios para
poder definir si las NPP se unen a la cavidad de carga negativa y en los 2 disulfuros
localizados en la region de union gp120 y CDA4.

El desarrollo de resistencias virales pudieran ser un problema para la efectividad
de compuestos disefiados contra la membrana de envoltura del VIH-1 debido al alto
grado de substituciones en las regiones de la proteina Env , aunque las posiciones de los
residuos de cisteina , el patrén de union a los disulfuros en la gp120 y la habilidad de la
gp120 para unirse a los receptores virales de la CD4 estan altamente conservados en las
diversas cepas de VIH-1, el desarrollo de resistencia hacia las NPP seria muy
complicado . Comparando el efecto antiviral de las NPP medido por su indice
terapéutico con dos sales de plata utilizadas ampliamente (AgSD y AgNOs), se observo
que los iones de plata por si mismo no son tan eficientes como las NPP, por lo tanto si
se observa la actividad contra el VIH-1 fuera debido a los iones de plata, entonces el
indice terapéutico hubiera sido menor para las NPP. La gran actividad de las NPP es
debido a que estas se disuelven y liberan Ag” (atémico) and racimos de Ag" (i6nico)
mientras que las sales de plata solo libera Ag™ (Taylor et al., 2005a).

El ensayo TAE confirma aun mas que las NPP son inhibidoras de entrada del

virus (Figuras 9-12) , ademds se encontr6 que las NPP tienen otros sitios de
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intervencion en el ciclo replicativo viral ademas de ser un inhibidor de entrada o fusion,
ya que los iones de pata forman complejos con grupos donadores de electrones que
contienen sulfuro, oxigeno, o nitrégeno los cuales estdn normalmente presentes como
tioles o fosfatos en los aminodcidos o acidos nucleicos, ellos pudieran inhibir etapas
posteriores del ciclo replicativo viral bloqueando asi las proteinas del VIH-1 diferentes
a la gp120 o reduciendo la transcriptasa reversa o la transcripcion proviral uniéndose de
forma directa a las moléculas de ARN o ADN.

Estudios recientes han demostrado que las NPP suprimen la expresion de TNF-a
(Bhol and Schechter, 2005), la cual es una citocina que tiene un papel primordial en la
patogénesis del VIH-1 incrementando su transcripcion (Lawn et al., 2001; Taylor et al.,
2005b). La inhibicion de la transcripcion activada de la TNF-a puede ser otro blanco de
las NPP contra la infectividad del VIH-1. Teniendo asi una gran cantidad de blancos
contra la infeccion del VIH-1 en diversas etapas de los ciclos replicativos del virus,
hace que las NPP sean agentes que dificilmente pueda permitir la aparicion de cepas de
virus resistente a las NPP.

Las NPP probaron ser virucidas tanto para virus libre de células como para los
virus asociados a células como se puede deducir de los ensayos de infectividad viral. La
infectividad es efectivamente eliminada posteriormente a una exposicion corta de los
aislados virales las NPP. El tratamiento de las células cronicamente infectadas HO" asi
como de los linfocitos polimorfonucleares resulté en un decremento en su infectividad.

Un agente virucida debe trabajar rapidamente para poder prevenir la infeccion a
las células blanco que son vulnerable. Se define un agente retrovirucidal ideal es aquel

que actlia rdpidamente, actiia en las etapas de a replicacion viral antes de que el virus se
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integre al genoma proviral del ADN en la célula huésped, debe absorberse en las células
sanas para proveer una barrera a la infeccion por virus activo residual, debe ser efectivo
a dosis no toxicas que pueda ser comparado in vivo. Las NPP actian directamente en el
virus en las etapas previniendo la integracion dentro de la célula huésped, aunque se
requieren de mas pruebas farmacéuticas y toxicoldgicas en modelos animales para
definir los pardmetros de seguridad para el uso de las NPP como herramientas que

prevengan la transmision del virus (Borkow et al., 1997; Taylor et al., 2005b).
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9. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Para finalizar en este estudio se propone que la actividad antiviral de las NPP
resulta de la inhibicion de la interaccion entre la GP120 y receptores de los blancos de
la membrana celular CD4. De acuerdo a los resultados anteriormente expuestos este
mecanismo de accion antiviral permite que las NPP inhiban la infeccion del VIH-1 sin
importar su tropismo viral o el perfil de resistencia del virus a los antirretrovirales,
uniéndose las nanoparticulas a la GP120 de forma que prevengan su union a las CD4,
evitando la fusidn, infectividad y ademds bloqueando tanto los virus VIH-1 libre de
células como los que estan asociados a células y por lo tanto actuando como virucida.
En conclusion las NPP son virucidas efectivas ya que inactivan particulas de VIH en un
periodo de tiempo muy corto, siendo su mecanismo de accion en una etapa temprana de
la replicacion viral (entrada o fusion) ademas en etapas posteriores a la entrada. La
informacion presentada aqui contribuye a una area nueva que permanece ampliamente
aun sin explorar; el uso de nanomateriales contra blancos especificos de particulas
virales.  Son necesarias pruebas in Vivo sobre toxicidad, farmacocinética y
farmacodinamia de las NPP. Pues se desconoce sobre la toxicologia de las NPP en

estudios animales.
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