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RESUMEN

La infeccidbn por el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es una
pandemia mundial, para la cual existen mas de 20 medicamentos antirretrovirales,
gue han mejorado considerablemente la calidad y la expectativa de vida de los
individuos infectados. Sin embargo, el costo tan alto y los efectos secundarios
asociados al uso continuo de estos medicamentos, resaltan la importancia de
mantener la busqueda constante de estrategias de tratamiento que limiten la
replicacion viral y potencien la respuesta inmune. En este sentido, es prioritario
emprender la busqueda de tratamientos alternativos, que sean efectivos,

econdmicos y de facil acceso.

El potencial de muchos hongos del filo Basidiomycota como medida terapéutica o
preventiva de algunas enfermedades, ha despertado el interés de la comunidad
cientifica, la cual ha invertido mucho esfuerzo y dinero en el aislamiento y
caracterizacion de componentes activos y en determinar los procesos moleculares
involucrados en el mecanismo de accién. Los géneros Ganoderma y Lentinus, hacen
parte del conjunto de hongos medicinales a los que se les han atribuido diversas
propiedades y que ademds, se encuentran distribuidos dentro del territorio
colombiano, con algunas especies reconocidas y otras autéctonas. Estudios previos
indican que la enzima lacasa de varias especies de hongos inhibe la transcriptasa
reversa (TR) del VIH-1, en modelos in vitro libre de células. Sin embargo, no existen
reportes de la actividad contra el VIH-1 de la lacasa obtenida de especies
autéctonas de hongos pertenecientes a estos géneros. El objetivo de esta tesis fue
evaluar la actividad anti-VIH-1 in vitro de los crudos enzimaticos ricos en la enzima
lacasa, producidos por dos especies autoctonas de hongos pertenecientes al género
Ganoderma y al género Lentinus, usando un modelo celular cuyas condiciones se
asemejan mas a las encontradas in vivo. De encontrarse actividad antiviral, se

exploraria si la lacasa tiene o no actividad sobre la trascripcion reversa.

Al crudo enzimético (CE) producido en un biorreactor se le evalu¢ la citotoxicidad en

la linea celular U373-MAGI, por medio del ensayo MTT. Para las infecciones se
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utilizaron virus recombinantes (VR) producidos por medio de una cotransfeccion de
los plasmidos pHIV.GFP delta env y pVSV.G (gen G/virus de estomatitis vesicular),
en las células 293T. La evaluacion de la inhibicion de la replicacion viral se realizo
en la linea celular U373-MAGI infectada con los VR y en presencia/ausencia del CE
rico en lacasa. Cuarenta y ocho horas post-infeccion (hpi), se determino el
porcentaje de células infectadas por citometria de flujo (CF) para GFP y ELISA para
p24. Se cuantificaron los productos tempranos/tardios de TR mediante PCR en
tiempo real. Para estos experimentos se contd con un control de inhibicion de la
transcripcion reversa, Zidovudina (AZT). Los analisis estadisticos de los resultados

se hicieron con el programa GraphPad Prism version 5.0.

Segun los resultados obtenidos, los crudos enziméticos ricos en lacasa de
Ganoderma sp. y de Lentinus sp. inhiben de forma significativa (p<0.05) la
replicacion del virus VIH-1, entre la concentracion citotoxica del 50% (CCso) v la
concentracion citotoxica del 30% (CCgsp), con porcentajes comparables a los
obtenidos con el AZT (80-90%). Ademas, parecen tener un efecto igualmente
significativo sobre la actividad de la enzima viral TR (p<0.02). Las concentraciones
inhibitorias del 50% (ICsp) encontradas para cada tratamiento fueron: Lote 1
Ganoderma sp.: 1042.127 U/L; Lote 2 Ganoderma sp.: 2034.835 U/L; Lentinus sp.:
516.871 U/L. Los indices de selectividad (IS) encontrados para los crudos se

encuentran entre 2y 4.

Estos resultados muestran la capacidad inhibitoria de los crudos enzimaticos ricos
en lacasa de Ganoderma sp. y de Lentinus sp. sobre la replicacion del VIH-1. Se
hace necesario seguir su caracterizacion para que eventualmente puedan ser
considerados como terapia alternativa o complementaria a la terapia antirretroviral

convencional.

Palabras clave: Productos naturales, extractos de hongos, virus de la

inmunodeficiencia humana, actividad antiviral, Ganoderma, Lentinus.



1. INTRODUCCION
1.1. Pandemia del VIH

Desde su aparicion y con el transcurso del tiempo, la pandemia del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) se ha constituido en uno de los principales
problemas de salud publica mundial, instaurando nuevos retos para lograr su
prevencion y control. A nivel mundial, casi 60 millones de personas se han infectado
con el VIH-1 y 25 millones de personas han fallecido por causas relacionadas con
este virus (ONUSIDA, 2009). Los datos epidemioldgicos recientes sefialan que para
finales del afio 2009, en el mundo un estimado de 33,3 millones de personas vivian
con el VIH; ademés, se reportaron aproximadamente 2.6 millones de nuevas
infecciones y 1.8 millones de personas murieron por causa de enfermedades
relacionadas con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)(ONUSIDA,
2010).

La epidemia del VIH es heterogénea; afecta a diferentes poblaciones y regiones de
distintas maneras. Segun el reporte mas reciente de ONUSIDA, para Colombia a
finales del afio 2009 un estimado de 160000 personas vivian infectadas con el VIH-
1, con una prevalencia en adultos del 0.5% y aproximadamente 14000 personas
murieron por causa del SIDA (ONUSIDA 2010). En Colombia se observa una
epidemia de tendencia creciente con un aumento progresivo en el numero de
hombres infectados; el mecanismo mas probable de transmision es heterosexual y la
mortalidad tiene un crecimiento lento, con predominio en hombres de todas las
edades (ONUSIDA Colombia 2010).

La terapia antirretroviral ha sido muy eficiente en disminuir la carga viral, la
probabilidad de nuevas infecciones y en prolongar y mejorar la calidad de vida de
aquellos que se encuentran infectados; sin embargo, el acceso limitado y los efectos
secundarios, son los principales problemas que se asocian con este tipo de
tratamiento. A nivel mundial, para finales del afio 2009, solo el 36% (alrededor de 5.2

millones de personas) de las 15 millones de personas que necesitaban tratamiento



en paises de ingresos medios y bajos estaban recibiendo la terapia antirretroviral. En
este mismo afio, en Colombia la terapia tuvo una cobertura del 71% (ONUSIDA
Colombia 2010). Recientemente, se demostré6 que menos del 40% de los jovenes
tienen informacion basica acerca del VIH y menos del 40% de las personas que
viven con el VIH conocen su estado serolégico. Es por esto que las nuevas
infecciones siguen teniendo la ventaja respecto al nimero de personas que reciben
tratamiento, tanto que por cada dos personas que comienzan el tratamiento, otras
cinco se infectan con el virus (ONUSIDA, 2009). La falta de conciencia y cultura en

este tema, dificulta la obtencion de resultados positivos frente a esta pandemia.

1.2. Generalidades y patogénesis del VIH-1

El VIH es un miembro de la familia Retroviridae, perteneciente al género Lentivivirus
(Pascual y Corral, 2003). Desde su descubrimiento en 1983 se han identificado dos
serotipos, denominados VIH-1 y VIH-2 (Requejo, 2006). El VIH-1, distribuido por
todo el mundo, es la causa mas frecuente del SIDA. El VIH-2, el cual difiere en su
estructura gendmica y antigenicidad respecto al VIH-1, se ha encontrado
principalmente en el oriente de Africa, asi como también en Europa, Estados Unidos
y Sur America (O'Brien et al., 1992), produciendo un sindrome clinico similar aunque

menos Severo.

El proceso de replicacion viral, que se lleva a cabo en aproximadamente 24 horas,
incluye las siguientes etapas: i) union de la particula viral a los receptores de la
célula, y fusion de la envoltura viral con la membrana celular; ii) entrada de la
capside y liberacion del genoma viral al citoplasma; iii) sintesis de la copia de ADN;
iv) transporte al nucleo de este ADN e integracion en el genoma de la célula
hospedera; v) transcripcion del RNA viral, exportacion al citoplasma y sintesis de las
proteinas virales; vi) ensamblaje del viridon y salida por gemacién de las particulas

virales y vii) maduracion de los viriones.



El proceso se inicia con la unién de la proteina viral gp120 a la molécula CD4 de la
célula blanco; esta interaccion induce un cambio conformacional en la gp120 que
favorece la interaccion de esta proteina con las proteinas celulares que actian como
correceptores virales, las moléculas CCR5 y CXCR4. Estas interacciones
promueven la exposicion de un motivo de fusion en el extremo N-terminal de la
proteina gp41, induciendo la fusion de la envoltura viral con la membrana celular.
Posteriormente se da el desnudamiento de la capside proteica dentro del
citoplasma, el material genético, que se encuentra alli en forma de dos cadenas
idénticas de ARN, es transcrito a ADN dentro de la célula usando la enzima viral TR,
una enzima multifuncional caracteristica de los retrovirus y blanco de muchos
farmacos, que lleva a cabo la polimerizacion de ADN dependiente de ARN y de
ADN. El resultado de este proceso es una doble cadena de ADN, que luego entra en
el nucleo y se integra en el genoma de la célula hospedera como provirus (Sato et
al., 1992), mediante la accion de la enzima viral integrasa. El provirus utiliza la
magquinaria celular para su transcripcion (Poli y Fauci, 1992). La sintesis de
particulas virales infecciosas depende de la produccién de transcritos de ARN virales
completos y la obtencidon de proteinas virales; la produccion de estas proteinas
involucra la exportacion de los ARNm desde el nacleo celular y su traduccion a
poliproteinas en el citoplasma, que posteriormente seran escindidas a proteinas por
proteasas celulares o viricas, durante el empaquetamiento de dichos transcritos
dentro de un complejo nucleoprotéico que incluye proteinas estructurales; este
complejo se rodea por una cubierta de membrana y se libera de la célula por un
proceso de gemacion desde la membrana plasmatica, dando origen finalmente a
nuevos viriones (von Schwedler et al., 2003).

Durante la infeccion por el VIH-1 se observa una disminucion progresiva en el
namero y funcion de los linfocitos T CD4+, células fundamentales en el desarrollo de
la respuesta inmune celular y humoral; su eliminacién induce una inmunodeficiencia
severa, que hace susceptibles a los individuos infectados al desarrollo de diferentes
neoplasias y enfermedades oportunistas que, en dltima instancia, conducen a la

muerte (Zapata et al., 2006).



El VIH-1 es trasmitido por medio de fluidos corporales que contienen VIH-1 o células
infectadas con el virus incluyendo suero, semen, secreciones vaginales, fluidos
amnidticos y leche materna (Staprans y Feinberg, 1997). La cantidad de virus en los
fluidos es un factor determinante de la transmision, lo cual esta directamente
relacionado con la etapa de la infeccion del individuo seropositivo (SP) (Bradley-
Springer y Cook, 2006), asi como con el estado de salud y si recibe o no tratamiento
antirretroviral. El individuo es mas infeccioso durante la fase aguda o en SIDA,
etapas en las cuales la carga viral es mas alta; sin embargo, ya que la mayoria de
individuos durante la fase aguda no son conscientes de estar infectados, es durante
esta etapa que se tiene el mayor riesgo de transmitir el VIH-1 (Shattock y Moore,
2003).

La patogénesis de la infeccidén por el VIH-1 es un proceso complejo y variable que
depende tanto de variantes virales como de condiciones inmunes y genéticas del
hospedero; los individuos infectados exhiben diferentes velocidades de progresion
hacia SIDA; el 10% desarrollan SIDA en menos de 5 afios, mientras que el 80%
desarrolla la inmunodeficiencia en un promedio de 8 a 10 afios. De otro lado, del 8-
10% de los individuos infectados se consideran progresores lentos 0 no progresores
y se caracterizan porque en ausencia de antirretrovirales, permanecen asintomaticos
por 10 afios 6 mas, sin deterioro inmunoldgico y con cargas virales bajas o
indetectables (Munoz et al., 1995). Adicionalmente, existen individuos que a pesar
de haber estado expuestos en multiples ocasiones al VIH-1, no tienen evidencia
clinica ni serologica de la infeccidn; estas personas se conocen como expuestos

seronegativos (Kulkarni et al., 2003).

1.3. Tratamiento contra el VIH-1

En 1987, la FDA (del inglés Food and drug administration) en los Estados Unidos
aprobo6 la primera droga antirretroviral catalogada como un analogo nucledsido
inhibidor de la TR. Debido al complejo ciclo de replicacién del VIH que ha ofrecido

numerosas oportunidades para la intervencion farmacolégica, hasta ahora se han



desarrollado y aprobado mas de 20 drogas antirretrovirales que tienen como blanco
las diferentes proteinas y fases del ciclo replicativo del virus: entrada, transcripcion
reversa, integracion del genoma viral y ensamble de nuevas particulas virales. Estas
drogas hacen parte del tratamiento clasico conocido como terapia antirretroviral de
gran actividad (TARGA) que consiste en combinar tres o cuatro de estos
medicamentos con el fin de evitar o disminuir el riesgo de aparicion de cepas virales

resistentes (Adamson y Freed, 2009).

A pesar de que los antirretrovirales se han convertido en el tratamiento estandar
para la infeccion por el VIH-1 (Carpenter et al., 1998), se han reportado algunos
casos de hipersensibilidad a los medicamentos (Stekler et al., 2006), resistencia del
virus frente al tratamiento (Kozisek et al., 2007) e incluso efectos colaterales sobre el
sistema inmune y otros sistemas del hospedero (Kolber et al., 2008). Existe ademas
otro aspecto negativo, relacionado con el modo en que los individuos SP siguen el
tratamiento, ya que es dificil que con las condiciones precisas que requiere cada
medicamento, se siga perfectamente esta terapia; este factor se conoce como
adherencia (Bonfanti et al., 1999). En los casos donde no hay adherencia al
tratamiento, la replicacién viral no se inhibe por completo, por lo que algunos virus se
pueden replicar en presencia del medicamento, selecciondndose aquellos que son
resistentes (Bangsberg et al., 2004) y disminuyendo en gran medida la efectividad

de los medicamentos.

Debido a esto, el uso de la medicina tradicional y productos naturales benéficos para
la salud, se presenta con frecuencia en los individuos infectados por el VIH-1,
muchas veces, en combinacion con los medicamentos que hacen parte de la terapia
convencional, tratando de mitigar los efectos adversos asociados. Los productos
naturales usualmente provienen de las plantas medicinales, por lo que la mayoria de
las personas infectadas las utilizan como terapia alternativa (Bedoya et al., 2001);
Dentro de este grupo, se han ensayado diferentes extractos que han demostrado
tener efecto antiviral, tales como el de la planta medicinal Rhus chinensis (Wang et
al., 2008), el de las semillas de Croton tiglium (El-Mekkawy et al., 2000), el de las



plantas Stauntonia obovatifoliola Hayata subsp. Intermedia (Wei et al., 2008),
Sutherlandia frutescens y Lobostemon trigonus (Harnett et al., 2005), entre otras.
Hasta el momento no se sabe con certeza cdmo los extractos de estas plantas
logran inhibir la replicacion del VIH; sin embargo, se ha postulado que la inhibicién
se da luego de la entrada del virus a la célula y representan una excelente propuesta

alternativa para el desarrollo de nuevos compuestos antivirales.

De igual importancia que las plantas medicinales, aunque menos utilizados, los
hongos medicinales han demostrado tener en sus extractos compuestos como,
proteinas inactivadoras de ribosomas, lectinas, proteinas tipo ubiquitina y enzimas
lacasas con un fuerte efecto antiviral (Eo et al., 2000; Wang et al., 2007). Ejemplos
de especies con esta propiedad son: Tricholoma giganteum (Wang y Ng, 2004a)
Hericium erinaceum (Wang y Ng, 2004b), Russula paludosa (Wang et al., 2007),
Pleurotus eryngii (Wang y Ng, 2004c), Ganoderma lucidum (Wang y Ng, 2006) y

Lentinus edodes (Park et al., 2004) entre otros.

1.4. Género Ganoderma

Los hongos de la descomposicién blanca de la madera, también llamados hongos
ligninoliticos, comprenden un grupo de organismos pertenecientes en su mayoria a
la clase Basidiomicetes, cuya caracteristica es su capacidad de mineralizar
eficientemente la lignina, un heteropolimero contenido en la madera y otros tejidos
vasculares de plantas (Lin y Dence, 1992). Esta degradacion selectiva les permite
tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan su
fuente de carbono y energia (ten Have y Teunissen, 2001). Dentro de esta clase de
hongos se ha estudiado ampliamente el género Ganoderma, no solo por su potencial
ligninolitico sino también porque algunas de sus especies poseen propiedades
medicinales (Jong y Birmingham, 1992). Este género se encuentra distribuido por
todo el mundo, tanto en zonas tropicales como regiones geograficas templadas, pero
ha sido usado especialmente en la medicina tradicional China debido a sus grandes
beneficios para la salud, aparente ausencia de efectos secundarios y por promover

la longevidad en las personas (Shiao et al., 1994). Se ha reportado su efectividad en
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el tratamiento de la hipertension, hiperglicemia, hepatopatias crénicas y neoplasias
(Lee et al.,, 1995). Hoy en dia se continlan aislando nuevos metabolitos que
muestran diversos tipos de actividad bioldgica, por ejemplo: anti-colesterol (acido
ganodérico B y C) (Gao et al., 2002), anti-histaminico (acidos ganodéricos C1y C2);
efectos citotdéxicos contra el sarcoma Meth A (ganodermanondiol y lucidunoles A 'y
B), el carcinoma de pulmon de Lewis (LLC) (lucidunoles A'Y B y acido ganodérico 8),
y el cancer de seno (ganodermanondiol) (Gao et al., 2002). Adicionalmente, se ha
reportado su efecto anti-VIH-1 (ganoderiol F y ganodermanontriol) (Gao et al., 2002),
especificamente contra la proteasa (lucidumol B y acido ganulocidico A) (Min et al.,
2001) y contra la TR del mismo virus (lacasa) (Wang y Ng, 2004a; Wang et al.,
2007).

Hasta el momento no existen muchos reportes acerca del uso de hongos
pertenecientes a este género en nuestro pais. Sin embargo, Ruiz y Varela en el
2006 vy Vasco y col. en el 2005, reportaron la existencia de algunas especies de
este género en varias regiones de Colombia. Aunque no hay estudios de
caracterizacion molecular que verifiquen este hecho, la clasificacion taxondmica de
estos hongos sugiere que se trata de especies o cepas diferentes a las que han sido
reportadas en la literatura, incluyendo especies autdctonas tales como Ganoderma

amazonense (Ruizy Varela, 2006).

1.5. Género Lentinus

Los hongos del género Lentinus han sido cultivados en muchas partes del mundo
por su gran potencial comercial, especialmente a nivel alimenticio (Leatham, 1982).
El hecho de ser considerado como un excelente alimento, no sdélo por su sabor, sino
también por su contenido de factores esenciales para la nutricion humana como
vitaminas y aminoacidos, lo han convertido en objeto de muchas investigaciones. Se
ha descubierto que algunas de sus especies tienen propiedades benéficas para la
salud, por la sintesis de heterobeta-glucanos (Minato et al., 1999), lectinas y

terpenoides (Wasser y Weis., 1999), los cuales han demostrado tener actividad
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antitumoral y antimicrobiana y han sido considerados como un tratamiento potencial
para enfermedades atopicas, artritis (Park et al., 2004), cancer e hipercolesterolemia
(Suzuki y Oshima, 1976). Ademas de los compuestos con actividad biolégica, este
género produce enzimas para la degradacion y/o transformacion de residuos
agroindustriales que han generado un gran interés en el area de investigacion

biotecnoldgica (Zheng y Shetty, 2000).

Segun los reportes publicados, los extractos provenientes del micelio de estos
hongos, son los mas estudiados en los paises asiaticos, por sus propiedades
inmunomoduladoras, como el incremento en la produccion de IL-1, activacion de
macrofagos, estimulacion y proliferacion de células de médula 6sea in vitro (Suzuki
et al.,, 1989) y el efecto mitogénico (Badalyan, 2004). Dentro de sus propiedades,
también se destaca el efecto antiviral in vitro contra diferentes virus, como el del
papiloma humano, evitando el crecimiento de células tumorales mediante la
induccion de apoptosis (Park et al., 2004); inhiben las ultimas etapas del ciclo
replicativo del virus Herpes simplex tipo 1, impidiendo su salida de la célula
hospedara (Sarkar et al., 1993) y la infeccién por el virus mosaico del Tabaco,
bloqueando etapas iniciales de su ciclo replicativo (Suzuki et al., 1989). Ademas,
inhiben la replicacion en células humanas del citomegalovirus (Chatterjee et al.,
1996) y del VIH-1 (Tochikura et al., 1988; Kawano et al., 2010). Finalmente, se han
caracterizado algunos compuestos especificos obtenidos a partir de estos hongos;
por ejemplo, el Lentinano, un polisacarido obtenido de Lentinus edodes, incrementa
la resistencia del hospedero a la infeccién por bacterias, hongos, parasitos y virus,
incluyendo el VIH-1. Se ha demostrado que la sola administracion del Lentinano es
capaz de disminuir los niveles de p24 y que ademas si se administra en combinacién
con Didanosina (DDI) o AZT, inhibidores de la TR del VIH-1 usados en la terapia
antirretroviral, disminuye la toxicidad de éstos e incrementa el numero de células

CD4+ en individuos con infeccion aguda por el VIH-1 (Gordon et al., 1998).

La lacasa del genero Lentinus, también ha sido reconocida por el amplio rango de
propiedades que la han hecho util en el procesamiento de los desechos agricolas,

detoxificacion de suelos contaminados, decoloraciones, catdlisis en sintesis quimica,
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entre otros (Hsu et al., 2011). A pesar de esto, hasta la fecha, no se ha reportado
evidencia del efecto antiviral de la enzima lacasa producida por hongos del género
Lentinus; sin embargo, debido a la evidencia antiviral reportada para la lacasa
obtenida de los hongos del género Ganoderma, se podria considerar como un

potencial inhibidor del VIH.

1.6. Lacasa

La lacasa es una enzima que hace parte del grupo de las fenol oxidasas, las cuales
contienen 4tomos de cobre en su centro catalitico (Baldrian, 2005); es tipicamente
encontrada en plantas, insectos y en una variedad de hongos incluyendo levaduras
(e.j., Cryptococcus), mohos (e.j., Penicillium), setas (e.j., Agaricus), y hongos de
descomposicion blanca (e.j., Ganoderma) (Hoegger et al., 2006). En estos ultimos
hongos participa en la morfogénesis, interaccién planta/patégeno, defensa contra el
estrés y degradacion de lignina (Thurston, 1994).

La lacasa tipica de hongos es una proteina de aproximadamente 60-70 kDa, con un
punto isoeléctrico alrededor de 4.0 y una temperatura Optima entre 50 y 70°C
(Baldrian, 2005). Puede presentar una estructura monomérica, dimérica u
oligomérica, por lo que existe una gran heterogeneidad en las propiedades de las
diferentes isoenzimas, principalmente en cuanto a peso molecular. Estas diferencias
se han visto incluso en proteinas purificadas de la misma especie de hongo y es
soportado por la presencia de multiples genes de lacasa en los hongos (Chen et al.,
2003). Otra fuente de variabilidad es el nimero de residuos glicosilados y tipo de
glicosilacion, dando origen a la diversidad de lacasas que se ha encontrado en

diferentes especies y tejidos de hongos (Baldrian, 2005).

La lacasa cataliza la reduccion de O, a H,O usando un amplio rango de compuestos
fendlicos como donadores de hidrégeno (Solomon et al., 1996), posibilitando varios
tipos de reacciones que la hacen apropiada para diferentes aplicaciones

biotecnoldgicas, como decolorante, biosensor, desintoxicante de aguas
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contaminadas o productos agricolas, pesticidas y detergentes, entre otros (Baldrian,
2005).

En cuanto a su potencial bioldgico, recientemente la lacasa ha demostrado tener
actividad antiviral, incluso contra el VIH-1 y esto ha despertado el interés de la
comunidad cientifica. Los investigadores Wang y Ng se han enfocado en la
extraccion y caracterizacion de la lacasa de diferentes especies de hongos y han
determinado su actividad contra el VIH-1 en ensayos libre de células. Estos autores
reportaron la inhibicion de la TR del VIH-1 en la sintesis de ADN In vitro por parte de
la lacasa pura obtenida de los hongos G. lucidum (Clsg de 1.2 uM) (Wang y Ng,
2006), Tricholoma giganteum (Clsp de 2.2 uM) (Wang y Ng, 2004a), Pleurotus
eryngii (Clsg de 2.2 yM) (Wang y Ng, 2004 c) y Hericium erinaceum (ICso de 9.5 pyM)
(Wang y Ng, 2004b); asi mismo, la lacasa obtenida de Pleurotus cornucopiae por
Wong y col. en el 2010 y la obtenida de Agrocybe cylindracea por Hu y col. en el
mismo afio, inhibieron la TR del VIH-1 con una Clspde 22 uM y 12.7 uyM

respectivamente.

Se ha propuesto que una posible interaccion tipo proteina-proteina puede ser el
mecanismo responsable de la actividad antiviral de esta enzima; sin embargo, es

necesaria una investigacion dirigida para esclarecer este hecho.

Adicionalmente a esta enzima, se han reportado otros compuestos como ganoderiol
F que también bloquea la replicacion del VIH-1, probablemente a través de la
inhibiciébn de la TR (Wang et al., 2007) y lucidumol B y ganodermanontriol que
inhiben la proteasa viral (Min et al., 2001). Aunque todos estos compuestos
comparten esta propiedad antiviral, el efecto de la lacasa sobresale debido a su baja
concentracion inhibitoria del 50% (Clsp), lo que la convierte en una alternativa de
tratamiento mucho mas viable que las otras, debido a que se requiere menos
concentracion del compuesto para obtener un efecto significativo en la inhibicion de

la infeccion.
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Todas estas investigaciones se han podido realizar no solo por la amplia distribucion
de la enzima dentro de hongos Basidiomycetes, sino también por su facil obtencion.
Las propiedades que se le atribuyen a esta enzima se han visto incluso en crudos
enzimaticos donde su produccion es inducida por procesos biotecnolégicos que
permite obtener cantidades mayores a los otros componentes que hacen parte de la
composicion natural del cuerpo fructifero (Camarero et al., 2004; Kino et al., 1989), lo
que facilitaria el desarrollo eventual de cualquier medicamento. El CE es el producto
de fermentacion liquida a partir del cultivo de hongos sin refinar que contiene
diversas enzimas, como la lacasa y la manganeso peroxidasa, entre otras. De esta
manera, es posible evaluar la actividad antimicrobiana de esta enzima mediante la

produccién del CE de cualquier hongo ligninolitico.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccion por el VIH-1 ha impuesto el reto a la comunidad cientifica de realizar
una busqueda constante de nuevas alternativas terapéuticas que permitan un
manejo adecuado de la infeccion y eventualmente la erradicacion viral. Hasta el
momento, se han encontrado medicamentos y tratamientos que pueden disminuir la
carga viral, mejorando la respuesta inmune, retardando la progresién hacia SIDA y

disminuyendo la probabilidad de infectar a otros.

Dentro de estas terapias la mas comun y mas usada es TARGA o0 simplemente
terapia antirretroviral, dependiendo de la intensidad y nimero de medicamentos que
se incluyan en la terapia (Shafer y Vuitton, 1999). Su principal accion se centra en
bloquear las enzimas necesarias para la viabilidad viral, tales como la TR, la
proteasa e integrasa, inhibiendo de este modo la replicacion viral y a su vez,
mejorando los mecanismos de respuesta inmune. Sin embargo, se han reportado
una serie de inconvenientes con este tipo de terapia: i) cambios en el perfil de
enzimas antioxidantes como la glutation reductasa y la glutation peroxidasa,

aumentando el estrés oxidativo, potenciando la replicacion viral, y disminuyendo la
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respuesta inmune (Sundaram et al., 2008); ii) reaccion de hipersensibilidad en
algunos individuos, con fiebre, sarpullidos y en algunos casos, la muerte (Davis y
Shearer, 2008; Stekler et al., 2006); iii) disminucion en numero y funcion de los
linfocitos T CD8+, dificultando la respuesta ante infecciones oportunistas y procesos
malignos (Kolber et al.,, 2008); iv) generacion de resistencia viral a los
medicamentos, afectando la efectividad a largo término de los antirretrovirales
(Menendez-Arias, 2002), y v) falta de adherencia, por condiciones para su ingesta y

efectos secundarios asociados a su uso (Bangsberg et al., 2004).

Con todo esto se ha considerando la necesidad de adoptar nuevos enfoques
terapéuticos contra el VIH/SIDA. Se ha sugerido usar compuestos naturales, a partir
de materia prima renovable, de facil acceso para la comunidad afectada. Las nuevas
opciones terapéuticas deben tener fuerte actividad antiviral y el menor efecto
colateral posible, para contrarrestar la resistencia viral, el alto costo y los problemas
asociados a la adherencia y toxicidad; todas, situaciones asociadas al tratamiento

actual.

Los hongos del género Ganoderma y Lentinus, se han empleado desde hace siglos
por la medicina china como alternativa terapéutica de varias enfermedades, sin
efectos secundarios aparentes (Shiao et al., 1994). La enzima lacasa, producto de
los hongos del género Ganoderma, han demostrado tener un fuerte efecto anti-VIH-1
in vitro (Wang y Ng, 2006). Estudios con cepas de Ganoderma sp y Lentinus sp,
realizados por el Grupo BIOPOLIMER (U de A) indican que estas cepas se pueden
inducir para la produccion de grandes cantidades de lacasa. Ya que éstos son
hongos autéctonos colombianos, se hace necesario investigar la citotoxicidad y la
actividad antiviral, para lograr obtener a mediano plazo, un tratamiento antiviral

econdmico a partir de ellos.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El crudo enzimético rico en lacasa producido por los hongos Ganoderma sp. y
Lentinus sp., pueden disminuir significativamente la replicacion in vitro del VIH-1 en

células susceptibles, sin efectos citotoxicos sobre las células blanco.
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad anti-VIH-1 in vitro de los crudos enzimaticos ricos en lacasa
producidos por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., en lineas celulares

susceptibles a la infeccién, utilizando un sistema de Unica ronda de replicacion.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Producir el virus recombinante HIV-GFP+VSV-G de una ronda de replicacion,

mediante la transfeccién en células 293T.

4.2.2. Evaluar la citotoxicidad de los crudos enziméticos ricos en lacasa producidos
por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., sobre la linea celular U373-MAGI, por

medio de la técnica del MTT.

4.2.3. Determinar la actividad antiviral in vitro de los crudos enzimaticos ricos en
lacasa producidos por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., sobre la replicacion

del VIH-1, en un ensayo con virus de una sola ronda de replicacion.

4.2.4. Determinar si el proceso de transcripcion reversa del VIH-1 es afectado por el

crudo enzimatico rico en lacasa producido por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus

sp.
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5. METODOLOGIA
5.1. Area de trabajo

Grupo Inmunovirologia, Laboratorio 532 Torre 2, Sede de Investigacion Universitaria
(SIV), Universidad de Antioquia.

5.2. Produccién del crudo enzimatico

Los crudos enziméticos fueron producidos por el Grupo BIOPOLIMER de la
Universidad de Antioquia en un bioreactor (Braun Biotech Inc.) de 5L para cada
hongo, bajo las siguientes condiciones de operacion: temperatura 30°C, agitacion de
200 rpm, aireacion de 7.5L/min, pH inicial 4.5, en un medio de cultivo para hongos
ligninoliticos con un inductor para la enzima lacasa durante 5 dias. Se tomaron
muestras diarias del bioreactor para determinar la actividad enziméatica, axenidad y
crecimiento de cada hongo. Posteriormente, cada CE se concentrd en una unidad de
ultrafiltracion (Millipore, Amicon) con una membrana de punto de corte de 10 kDa.
Luego se filtr6 el crudo de cada hongo independientemente en una membrana
whatman y se dializaron durante 16 horas a 4°C en una membrana de dialisis de
punto de corte de 12 kDa para obtener un volumen final de 50ml. Los crudos
enzimaticos fueron donados al grupo Inmunovirologia para la realizacion de este

proyecto.

La actividad enzimatica de cada crudo, asi como de la lacasa comercial, se
determin6 el mismo dia de su entrega, utilizando el 2,2"-azino-di-(3-
ethylbenzothiazozin-6-sulfonic acid) (ABTS) como mediador, buffer citrato (pH 3) y
una muestra de cada CE. La oxidacion de ABTS se monitore6 en un
espectrofotometro UV- Vis Cary 50 bio a una absorbancia de 420 nm. Una unidad
(U) de lacasa se define como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 mol de
ABTS en un minuto.
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Todos los crudos enzimaticos fueron recibidos a temperatura ambiente y en
condiciones no estériles, por lo que inmediatamente después de su entrega estos
crudos se filtraron, alicuotaron y guardaron a -70°C hasta su uso.

5.3. Lineas celulares

La linea celular 293T se utilizd6 para la produccién de virus recombinantes y la
evaluacion de la actividad antiviral; éstas, son células embrionarias de rifion humano,
gue se cultivaron en monocapa a 37°C y en 5% de CO,, con medio DMEM
(Invitrogen) al 10% de suero fetal bovino (SFB). Adicionalmente, para los ensayos
antivirales se utilizé la linea celular U373-MAGI, la cual es establecida a partir de
fibroblastos de embriébn de humano. Las células fueron cultivadas en monocapa a
una temperatura de 37°C, en 5% CO, con medio DMEM (Invitrogen) al 10% de SFB.
Esta linea celular fue obtenida de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de América (AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of
AIDS, NIAID).

5.4. Produccion del virus

Las células 293T fueron cotransfectadas con los plasmidos pHIV-GFP delta env y
pVSV-G. El plasmido pHIV-GFP delta env, contiene el gen de la proteina verde
fluorescente y el genoma del VIH-1 con una mutacion en el gen env. El plasmido
pVSV.G (envoltura del virus de estomatitis vesicular) infecta por endocitosis, sin
necesidad de usar los receptores tipicos virales (CD4, y los correceptores CCRS5 y/o
CXCR4). Los sobrenadantes fueron recogidos a las 48 horas hpi y se cuantificé su
progenie viral por medio de un kit de ELISA (Perkin Elmer) que detecta la proteina
viral p24. Para obtener los virus, estos sobrenadantes se centrifugaron, se filtraron
con una membrana de 0,2um (Millipore ®) y se precipitaron con Polietilenglicol
(PEG) por 48 horas a 4°C a una proporcion 2:1. Luego, se centrifugaron, se
resuspendieron en 1ml de DMED y se guardaron a -70°C como reserva viral para el
siguiente experimento. Los constructos virales fueron donados por el Dr. Johnny He
de la Universidad de Indiana, Indianapolis, USA y el Dr. Sodroski del Instituto de

Cancer Dana-Farber, Boston, USA.
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5.5. Ensayo de citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad de los crudos enziméticos, se sembraron en platos
de 96 pozos de fondo plano 10.000 células de la linea celular U373-MAGI por pozo,
resuspendidas en 200uL de medio DMEM con SFB al 10%; después de 24 horas se
adicionaron diluciones dobles de cada CE, lacasa comercial y el medio de
produccion (vehiculo control) por triplicado con un volumen final de 200ul. Cuarenta
y ocho horas postratamiento, se evaluo el efecto citotoxico mediante el ensayo de
MTT. Para esto, se descartd el medio de cultivo y se adicion6 28ul de MTT (2ug/ml)
por pozo, se incubaron por 2h a 37°C y se adicion6 130ul de DMSO por pozo;

después de 15 minutos de agitacidon se leyo en un espectrofotometro a 490nm.

Con este ensayo, se determiné cual es la concentracion de los crudos enzimaticos y
lacasa comercial que es capaz de eliminar el 50% de las células (CCsp). Una vez se
determind esta concentracién, se evalué su efecto antiviral y ademas, el de dos
concentraciones por debajo de ésta, la CCzy y CCys. También se utilizaron como
control de células, tres pozos sin tratamiento. La lacasa comercial y el medio de
produccién fueron donados por el grupo BIOPOLIMER.

5.6. Inhibicién de lareplicacion

Para determinar la inhibicién de la replicacion del virus recombinante HIV-GFP+VSV-
G, se utilizé la linea celular U373-MAGI. Se utilizaron platos de 96 pozos y se
sembraron 10.000 células por pozo. Se infecté con 3ng/ml de p24 del virus, en
presencia o ausencia de la CCsy, CCs y CCys de los crudos enzimaticos, de la
lacasa comercial (Novozyme®) y del medio de produccion como controles. El
tratamiento comenz6 una hora antes de la infeccion y permanecié por 48 hpi.
Pasado este tiempo se cuantific6 el porcentaje de células infectadas mediante
citometria de flujo para GFP y se cuantificé a partir de los sobrenadantes la cantidad
de p24 mediante un kit de ELISA (Perkin Elmer). La capacidad inhibitoria de cada
compuesto fue determinada, graficada y expresada como la Clso; es decir, la

concentracion requerida para inhibir la replicacion viral en un 50%. La proporcién
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entre la CCsp Y la Clsp, denominada indice de selectividad o indice terapéutico (IS), se

determind con el fin de conocer el potencial terapéutico de los crudos enzimaticos.

5.7. Inhibicién de la transcripcidn reversa

Para determinar si la inhibicién de la replicacion del VIH-1 por el extracto puro de
lacasa del hongo afecta el proceso de transcripcion reversa, se utilizo la linea celular
U373-MAGI, la cual fue tratada del mismo modo que en el experimento anterior. El
ADN de las células infectadas y tratadas con los diferentes tratamientos, asi, como
de las células control, fue extraido 48hpi mediante un kit de extraccion de ADN
(Qiagen®). Los productos tempranos y tardios de la TR fueron cuantificados
mediante PCR en tiempo real (QPCR); los oligonucledtidos utilizados son los

siguientes:

GAPDH-FW: 5' GCACCACCAACTGCTTAGCA 3
GAPDH-RV: 5' GTCTTCTGGGTGGCAGTGATG 3

Transcriptos tardios: FW-Late 5-TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT- 3’
RV-Late 5-GAGTCCTGCGTCGAGAGAGC -3’

Transcriptos tempranos: Early FW 5-GTGCCCGTCTGTTGTGTGAC-3'
Early RV 5-GGCGCCACTGCTAGAGATTT-3'

La reaccion de PCR incluy6: 2uL de ADN, 12.5uL de Maxima master mix
(Fermentas) y 0.2uM de cada primer. El ADN de GAPDH se utiliz6 para normalizar el
contenido de ADN en cada preparacion; los resultados se expresan como unidades
relativas de transcriptos. Las condiciones térmicas para GAPDH, son las siguientes:
95°C 10 min, 40 ciclos: 95°C 15 seg, 66°C 1 min, Lectura: 72°C 0.02seg, Lectura:
72°C 3min. Las condiciones térmicas para los transcriptos tempranos y tardios, son
las siguientes: 95°C 10 min, 40 ciclos: 95°C 15 seg, 60°C 1 min, Lectura: 72°C
0.02seq, Lectura: 72°C 3min.
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5.8. Analisis estadistico

Se utilizaron pruebas t de student no paramétricas (test de Mann Withney), debido al
tipo de distribucion de los datos, para establecer las diferencias entre los grupos. Los
datos cuantitativos se presentaron como medianas con rangos intercuartiles. Un
valor de p < 0.05 fue considerado significativo. El analisis estadistico se realizé con
el programa GraphPad Prism version 3.02. Las concentraciones inhibitorias del 50%

fueron calculadas por medio de una regresion lineal, usando el mismo programa.

6. RESULTADOS

6.1 Citotoxicidad

La citotoxicidad de los crudos enziméaticos fue determinada usando la linea celular
U373-MAGI, por medio de la técnica MTT. Como se observa en las figuras la-d, en
todos los casos la citotoxicidad disminuye a medida que las concentraciones son
mas bajas, de una manera dosis dependiente; asi mismo, el medio de produccion es

menos citotdxico mientras mas alta sea su dilucion.

Para los siguientes experimentos se tuvo en cuenta la CCsy, CCspy CCys. El célculo

se hizo de la siguiente manera:

Ac— Ax
Porcentaje de Citotoxicidad = _;’\._ * 100
C

AC = Promedio de la longitud de onda de las células control
Ax = Longitud de onda de la concentracion x.

De acuerdo a los resultados obtenidos, como se observan en las figuras la-d, las
CCs de los distintos tratamientos fueron: Para Ganoderma sp. Lote 1, CCsy: 3437
U/L; para Ganoderma sp. Lote 2, CCsp: 4938 U/L; para Lentinus sp. Lote 1, CCso:
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2466 U/L; para la Lacasa comercial, CCsp: 125 U/L y para el medio de produccion, la

dilucién 1:4.

6.2. Inhibicion de lareplicacion del VIH-1

El efecto inhibitorio en la replicacion del VIH-1 de los crudos enzimaticos fue
determinado usando la linea celular U373-MAGI mediante citometria de flujo para
GFP y ELISA para p24, usando las concentraciones citotoxicas determinadas por el

ensayo de MTT. El célculo se hizo de la siguiente manera:

% de infeccion con tratamiento=100

Porcentaje de inhibicién = 100 - % infeccion control
Las figuras 2a-d muestran el porcentaje de inhibicion de la replicacion basados en
los datos obtenidos de la citometria de flujo de cada uno de los tratamientos. El
analisis estadistico fue realizado mediante una prueba t de student basado en los
datos de porcentaje de infeccion determinados por este mismo método (no
mostrado). La mayoria de las concentraciones de los crudos enziméaticos de los
hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., asi como las de la lacasa comercial,
inhibieron por encima del 50% la replicacion del virus respecto al control de infeccion
de manera significativa, con un valor p < 0.05. La inhibicion minima obtenida fue de
45,4% y 44,8%, correspondiente al lote 1 del crudo de Ganoderma sp. a una
concentracion de 3437 U/L y a la lacasa comercial a una concentracion de 62.5 UJL,
respectivamente. La maxima inhibicién fue 86,4%, obtenida con el crudo de Lentinus
Sp. a una concentracion de 2466 U/L. EI medio de produccién no tuvo efecto
significativo sobre la inhibicibn de la replicacion comparado con el control de
infeccion (valor p = 0.1). EI AZT inhibi6 la replicacion del virus en un 97,65% (p
<0,0001).

La inhibicién de la replicacién también es representada como la expresiéon de GFP

de las células infectadas en presencia de los diferentes tratamientos, en la Fig.3.
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Para determinar la cantidad de virus producido en presencia de cada tratamiento, se
cuantificé la cantidad de p24 mediante una prueba de ELISA en los sobrenadantes
de los cultivos de células U373-MAGI tratadas con cada CE e infectadas con el virus
recombinante. A partir de estos valores se determiné el porcentaje de inhibicion de
las diferentes concentraciones de cada tratamiento. El analisis estadistico fue
realizado tomando los datos de concentracion de p24 (Fig.4). Como se observa en
las figuras 5a-d, los crudos de Ganoderma sp., y de Lentinus sp., al igual que la
lacasa comercial, lograron inhibir la replicacion del virus. Los porcentajes de
inhibicibn maximos obtenidos con cada tratamiento fueron: 74,49% con la lacasa
comercial a 125 U/L (p=0.0286); 68,1% con el lote 2 del crudo del mismo hongo a
4938 U/L (p=0.0286); 63,49% con el crudo de Lentinus sp. a 2466 U/L (p=0.0286);
60,8% con el lote 1 del crudo de Ganoderma sp. a 3437 U/L (p=0.0286). La
inhibicion obtenida a las concentraciones 1718 U/L y 859 U/L para el lote 1 de
Ganoderma sp, a 1234 U/L para el lote 2 del mismo hongo (p=0.1143) y a 616 U/L
del crudo de Lentinus sp. (p=0.1423), no fueron estadisticamente significativos.
Aungue el medio de produccion logré inhibir en un 27,2% la replicacion del virus a
una dilucibn 1:4, este porcentaje no presentd diferencias estadisticamente
significativas comparado con el control de infeccion (p=0.3143). El control de
inhibicién, AZT, logré inhibir la replicacién del virus en un 83,2% (p=0.0286).

Con los valores de inhibicion de la replicacion determinados a partir de la
concentracion de p24, se realiz6 un analisis de regresion lineal para determinar la
Clso con el fin de calcular el IS de cada CE. Estos valores, asi como la CCsg, se
muestran en la tabla 1. El mejor IS encontrado corresponden al crudo de Lentinus
sp., seguido por el lote 1 del crudo de Ganoderma sp. y el lote 2 para este mismo

hongo.

6.3. Inhibicion de la transcripcion reversa del VIH-1

Con el fin de evaluar el efecto de los crudos ricos en lacasa sobre el proceso de
transcripcion reversa del VIH-1, se midieron las unidades relativas de transcriptos

tempranos y tardios por gPCR. Basados en estos resultados, se calculo el
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porcentaje de inhibicidn de la expresion de transcriptos. El andlisis estadistico fue
realizado con los datos de unidades relativas de transcriptos (no mostrado). Como
se observa en la figura 6, los lotes 1 y 2 del crudo de Ganoderma sp. y el crudo de
Lentinus sp. lograron inhibir de manera significativa tanto los transcriptos tempranos
como los transcriptos tardios, entre un 80% y 90% (p <0.02), similar a la inhibicion

para el control AZT, correspondiente a 98,18% (p = 0,0191).

7. DISCUSION

Hasta la fecha, son muchos los reportes que se encuentran sobre el potencial de los
productos naturales para inhibir la infeccidén por el VIH. La busqueda de este tipo de
compuestos naturales se hace cada vez mas intensa, por lo que diferentes extractos
siguen siendo aislados, caracterizados y sujetos a diferentes investigaciones.
(Bedoya et al., 2001).

Hace algunas décadas, se descubrio la existencia de una enzima extracelular de
diferentes tejidos de hongos ligninoliticos, como los del género Ganoderma y
Lentinus (Hoegger et al., 2006). Esta enzima se conoce como lacasa y ademas de
sus ya conocidas aplicaciones industriales, recientemente se describié su actividad
antiviral, como inhibidor de la TR del VIH-1 en modelos in vitro, libres de células
(Wang y Ng, 2006 c; Wang y Ng, 2004a; Wong et al., 2010; Hu et al., 2010).

En varias regiones de Colombia, ya se ha reportado la existencia de hongos
pertenecientes a estos dos géneros. El grupo BIOPOLIMER de la Universidad de
Antioquia, ha recolectado e identificado especies de estos hongos, a partir de los
cuales se han obtenido extractos crudos enzimaticos ricos en la enzima lacasa, por
medio de procesos biotecnolégicos que inducen la produccion de esta enzima.
(Camarero et al., 2004; Kino et al., 1989).
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Estos crudos enzimaticos obtenidos de los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp.
fueron donados al grupo Inmunovirologia, para la evaluacion de su actividad anti-
VIH-1. Segun los reportes publicados, esta es la primera vez que se evallua la
actividad antiviral de este tipo de productos en nuestro pais, utilizando hongos
autoctonos y un modelo celular in vitro. Para definir la concentracién a la cual los
crudos enzimaticos podian utilizarse en este modelo celular sin efecto citotdxico
significativo, se determino la CCsg, la CC3p y la CCy5, mediante el ensayo de MTT en
la linea celular U373-MAGI. Con estas concentraciones se analiz6 la capacidad
antiviral de los diferentes tratamientos por dos métodos. Los resultados demostraron
gue los crudos enzimaticos obtenidos de los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp.,
asi como la lacasa comercial, tienen una actividad inhibitoria significativa contra el
VIH, a pesar de ser menor que la observada con el control positivo de inhibicion, el
medicamento AZT. Sin embargo, el porcentaje de inhibicibn es menor cuando se
evalla con base en las concentraciones de p24 en comparacion con la inhibicion
establecida por citometria de flujo; considerando que se utilizan dos técnicas que se
concentran en medir aspectos diferentes, se espera que los datos obtenidos tengan
un margen de diferencia entre ellos, conservando el mismo patron de inhibicion. En
nuestro caso, la mayoria de los tratamientos evaluados con ambas técnicas

mostraron el mismo efecto respecto a los controles.

El CE del hongo Lentinus sp. mostré6 mayor capacidad de inhibir la replicacion viral,
gue el crudo del hongo Ganoderma sp. Esto puede estar indicando que la lacasa de
Lentinus sp. posee una estructura, ya sea en secuencia 0 en arreglos
postraduccionales, mas adecuada para inhibir la replicacién viral. Para Ganoderma
sp. se evaluaron dos lotes de produccion diferentes de CE, con el fin de probar la
consistencia y reproducibilidad de los resultados. Se observaron diferencias en los
porcentajes de inhibicion entre los dos lotes de Ganoderma sp., por medio de las
dos técnicas. Estos resultados pueden ser explicados por la dificultad que presenta
esta metodologia a la hora de inducir el mismo tipo de lacasa, dentro de todas las
posibles variantes. La lacasa es una enzima con multiples funciones bioldgicas, una

de ellas es su actividad antiviral. Se ha reportado la presencia de esta enzima en el
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micelio y el cuerpo fructifero de varias especies de hongos, a modo de isoenzimas
gue difieren entre ellas por cambios pequefios en su secuencia, o en su nivel de
glicosilacion. Existen ademas varios genes para la lacasa, los cuales parecen estar
involucrados en diferentes estadios del organismo. Debido a estas variables, las
diferentes lacasas que se pueden extraer de una misma especie pueden variar en
cuanto a su actividad enzimatica y por tanto, en cuanto a su potencial biolégico
(Thurston, 1994). Toda esta variabilidad mas que una desventaja, indica que es
necesario probar el potencial de las diferentes lacasas existentes para determinar
cudl es la o las que inhiben el VIH-1 de forma mas eficiente, e instaurar una forma de
produccién estable de la enzima donde su actividad antiviral sea reproducible. Una
opcion prometedora es la produccion heteréloga, por medio de la cual se ha logrado
producir esta enzima a gran escala con propiedades deseadas para aplicaciones
industriales; esto sugiere que se podria aplicar este mismo método para producir

enzimas para uso bioldgico (Piscitelli et al. 2010).

La actividad antiviral del medio de produccion, el cual se usa para la induccion de la
enzima lacasa, se analizé con el fin de verificar que el efecto antiviral observado
realmente provenia del crudo enzimatico rico en la enzima lacasa, y no de otro
componente del medio de produccion. Por citometria de flujo no se observo
ninguna actividad inhibitoria del medio de produccién; sin embargo, los analisis con
base en los niveles de p24 mostraron que el medio tenia la capacidad de inhibir el
20% de la replicacion viral. Es posible que alguno de los componentes del medio de
produccién haya afectado algin punto del ciclo viral entre la traduccion de proteinas
y la salida de nuevos viriones, modificando asi la concentracion de p24 en el

sobrenadante, mas no la expresién de GFP dentro de la célula.

Basados en los diferentes porcentajes de inhibicion de la replicacion obtenidos con
base en la expresion de p24, se determinaron las concentraciones a las que se
lograba una inhibicion del virus del 50% (Clsg) para cada tratamiento (Tablal.).
Todas las Clsg encontradas son menores que las CCs, 0 que indica que el efecto

antiviral observado es debido a interacciones especificas entre el CE rico en lacasa y
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algun componente involucrado en el ciclo viral, el cual es aun desconocido, mas que
a un efecto citotoxico sobre la célula hospedera. Tomando estas concentraciones y
las CCso, se establecieron los IS (Tabla 1). Considerando que el IS indica la
proporcion entre la CCsoy la Clsg, un compuesto terapéutico debe tener un IS alto, lo
gue indica que se requiere utilizar una concentracion mayor del compuesto para
causar un efecto toxico, de la que se necesita para obtener un efecto terapéutico. El
mejor IS corresponde al del crudo de Lentinus sp. (4.77), seguido por el lote 1 del
crudo de Ganoderma sp. (3.3) y el lote 2 para este mismo hongo (2.43).
Considerando los resultados obtenidos, se puede concluir que la enzima lacasa de
Lentinus sp. exhibe mayor potencial para el desarrollo de un tratamiento alternativo
para la infeccién por el VIH-1, que el de Ganoderma sp. Los reportes anteriores
acerca de la lacasa de otros hongos (Wang y Ng 2004 c; Wang y Ng 2007),
incluyendo a los del género Ganoderma (Wang y Ng, 2006), son bastante limitados
debido a que no fueron evaluadas en modelos celulares, no se tuvieron controles de
inhibiciébn de la infeccibn adecuados y no se establecieron ni las CCsg ni los IS.
Teniendo en cuenta esto y que los resultados en este estudio fueron obtenidos por
medio de un modelo celular que se asemeja mas al microambiente celular real en el
gue se desarrolla la infeccion, se podria decir que este efecto inhibitorio observado
con la lacasa de Lentinus sp. puede ser extrapolado al que se encontraria en un

modelo in vivo.

Con el fin de tener una aproximacion a la determinacion de la fase del ciclo
replicativo del virus en la cual, los crudos enzimaticos ricos en lacasa producidos por
los hongos Ganoderma sp y Lentinus sp. tienen algun efecto inhibidor, se realizé un
Unico experimento para evaluar su efecto en el proceso de transcripcion reversa del
virus mediante la cuantificacion de las unidades relativas de transcriptos tempranos y
tardios. Basados en los resultados obtenidos, se calculo el porcentaje de inhibicion
de la produccion de transcriptos tempranos y tardios (Fig. 6a-b). Con ambos lotes
del crudo de Ganoderma sp. se observo una inhibicion de forma dosis dependiente y
estadisticamente significativa, tanto en transcriptos tempranos, como en tardios (p<

0,02). El crudo de Lentinus sp. mostré un efecto opuesto, con una capacidad
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inhibitoria mayor a una concentracion menor, aunque ambas concentraciones
inhibieron significativamente la produccion de transcriptos (p< 0,02). Teniendo en
cuenta que en los resultados de inhibicion de la replicacion por citometria de flujo y
ELISA no se observo este efecto para el crudo de Lentinus sp. y que el crudo de
Ganoderma sp. conservo la misma tendencia, es necesario realizar mas repeticiones
de este experimento para corroborar estos resultados. Los porcentajes de inhibicion
de cada crudo, son similares a los observados para el control de inhibicion, AZT, el
cual también disminuyé significativamente la produccion de transcriptos (p= 0,0191)

en un 97%.

Se debe tener presente que en este estudio se esta evaluando el efecto de un
extracto crudo enzimatico que puede contener otros compuestos diferentes a la
enzima de interés, por lo que es necesario realizar un estudio similar con la lacasa
purificada de cada hongo, para confirmar estos resultados y determinar una Clsp y un
IS més precisos, que puedan ser comparados con otros compuestos. Para el caso
de los resultados obtenidos con este estudio los IS son muy bajos respecto al IS del
AZT, que esta por encima de 10000. Sin embargo, se espera que con la purificacion
de la enzima estos valores aumenten, asi como se observa en el reporte de Notka et
al. en el 2003, donde se evalu6 la actividad anti-VIH-1 de extractos acuosos y
alcohdlicos ricos en galotaninos de la planta Phyllanthus amarus, los cuales
mostraron un aumento significativo del IS a medida que se purificaban estos
compuestos a partir de los extractos. Ademas, debido a que la enzima purificada ya
ha demostrado tener un efecto anti-VIH-1 y que en este estudio se determind la
actividad anti-VIH-1 de una lacasa comercial purificada, dando como resultado
porcentajes de inhibicion por encima del 50%, se espera que el efecto inhibitorio de
las lacasas purificadas a partir de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. y

Lentinus sp. aumente considerablemente.

En conclusion, los crudos enzimaticos ricos en lacasa obtenidos a partir de los
hongos Ganoderma sp y Lentinus sp, inhiben de manera significativa la replicacion

del VIH-1. Aunque no se evaluaron todas las fases del ciclo viral en la que la enzima

28



podria ejercer el efecto antiviral, los resultados sugieren que puede actuar a nivel de
la transcripcién reversa, lo que soporta resultados anteriormente reportados. Sin
embargo, es necesario evaluar su efecto sobre otras etapas del ciclo viral para
descartar que también actuen a otro nivel. Con estos resultados se establecieron las
bases para una investigacion posterior en la cual se estudie mas detalladamente, el
mecanismo de accion de la enzima purificada, sus propiedades bioquimicas y otras
posibles aplicaciones en farmacologia. Teniendo en cuenta que en nuestro pais se
encuentra la materia prima para la produccion de estos crudos, es factible que en un
futuro se logre contribuir con el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en la
gue se incluya esta enzima, que representen una alternativa para las personas

infectadas con el VIH-1.
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9. TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Actividad biolégica de cada uno de los crudos enziméaticos

Tratamiento CCso™ (U/L) Clso” (U/L) IS (CCso/ Clsp)©
CE de Ganoderma sp. Lote 1 3437 1042.127 3.3
CE de Ganoderma sp. Lote 2 4938 2034.835 2.43
CE de Lentinus sp. Lote 1 2466 516.871 4.77

% CCso. Concentracion del CE requerido para tener un efecto citotoxico en el 50% de la poblacion
celular. (Tres experimentos independientes por triplicado).

b Clso. Concentracién del CE requerido para inhibir el 50% de la infecciéon por VIH-1. (Tres
experimentos independientes por triplicado).

°1S: Proporcion entre la concentracion citotoxica 50 y la concentracion inhibitoria 50 (CCsg/ Clsg).
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Figura 1.
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Figura 1. Efecto citotoxico de los diferentes tratamientos. La linea celular U373-MAGI se tratd
con diluciones dobles de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. lote 1 y 2 (1a) y Lentinus sp. (1b).
La lacasa comercial (Novozyme®) (1c) y el medio de produccion (1d) fueron utilizados como
controles. 48 horas postratamiento, se determiné el efecto citotoxico mediante MTT; la lectura se
realiz6 en un espectrofotébmetro a 490nm. Las graficas representan el promedio de tres experimentos

independientes por triplicado.
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Figura 2.
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Inhibicién de la replicacién con la lacasa comercial
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Figuras 2. Efecto inhibitorio del VIH-1 por los diferentes tratamientos, evaluado por citometria
de flujo. La linea celular U373-MAGI se infect6 con 3ng/ml de p24 del virus, en presencia o ausencia
de las CCsp, CC3p y CCy5 de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. lote 1y 2 (2a) y Lentinus sp.
(2b). La lacasa comercial (Novozyme®) (2c) y el medio de produccién (2d) fueron utilizados como
controles. 48 hpi, se cuantificé el porcentaje de células infectadas mediante citometria de flujo para

GFP. Las gréficas representan el promedio de tres experimentos independientes por triplicado.
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Figura 3.
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AZT (1ug/ml) Control de infeccion

Figura 3. Expresidon de GFP en células U373MAGI infectadas con VIH-1 en presencia de los
diferentes tratamientos. La linea celular U373-MAGI se infectdé con 3ng/ml de p24 del virus, en
presencia o ausencia de las CCsy, CCsy y CCy5 de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. lote
1(3a) y 2 (3b) y Lentinus sp.(3c); las células también fueron tratadas con los controles, lacasa
comercial (Novozyme®) (3d), medio de produccion (3e) y AZT (3f). Control la infecciéon (3f). 48 hpi, se
observo en un microscopio de fluorescencia la expresion de GFP.
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Figura 4.
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Figura 4. Gréfica representativa del analisis estadistico. Basados en los resultados de
concentracién de p24 encontrados por ELISA, se realiz6 una prueba t de student, comparando cada
tratamiento con el control de infeccion. Los asteriscos (*) indican una diferencia estadisticamente
significativa, con p< 0.05. Para los resultados de infeccién obtenidos por Citometria y los de inhibicion
de la produccién de transcriptos tempranos y tardios de la TR, obtenidos por gPCR, se realiz6 la
misma prueba estadistica.
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Figura 5.
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Inhibicidén de la replicacién con la lacasa comercial
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Figuras 5. Efecto inhibitorio del VIH-1 por los diferentes tratamientos, evaluado por
medio de ELISA para p24. La linea celular U373-MAGI se infecté con 3ng/ml de p24 del virus, en
presencia o ausencia de las CCsgy, CCzp y CC;5s de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. lote 1 y
2 (5a) y Lentinus sp. (5b). La lacasa comercial (Novozyme®) (5¢) y el medio de produccion (5d)
fueron utilizados como controles. 48 hpi, y se cuantific a partir de los sobrenadantes la cantidad de
p24 mediante una prueba de ELISA. Las gréficas representan el promedio de tres experimentos

independientes por triplicado.
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Figura 6.
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Figuras 6. Inhibicion de la transcripcion reversa del VIH-1 por los crudos enzimaticos de de
Ganoderma sp. y Lentinus sp. La linea celular U373-MAGI se infecté con 3ng/ml del virus, en
presencia o ausencia de las CCsgy, CCzp y CCy5s de los crudos enzimaticos de Ganoderma sp. lote 1y
2 (6a) y Lentinus sp. (6b). 48 hpi, el ADN de las células fue extraido con kit de extraccion de Qiagen®

y los productos tempranos (4.1) y tardios(4.2) de la TR fueron cuantificados mediante qPCR.
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