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RESUMEN 
 

La infección por el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es una 

pandemia mundial, para la cual existen más de 20 medicamentos antirretrovirales, 

que 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 búsqueda constante de estrategias de tratamiento que limiten la 

replicación viral y potencien la respuesta inmune. En este sentido, es prioritario 

emprender la búsqueda de tratamientos alternativos, que sean efectivos, 

económicos y de fácil acceso.  

 

El potencial de muchos hongos del filo Basidiomycota  como medida terapéutica o 

preventiva de algunas enfermedades, ha despertado el interés de la comunidad 

científica, la cual ha invertido mucho esfuerzo y dinero en el aislamiento y 

caracterización de componentes activos y en determinar los procesos moleculares 

involucrados en el mecanismo de acción. Los géneros Ganoderma y Lentinus, hacen 

parte del conjunto de hongos medicinales a los que se les han atribuido diversas 

propiedades y que además, se encuentran distribuidos dentro del territorio 

colombiano, con algunas especies reconocidas y otras autóctonas. 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 

autóctonas de hongos pertenecientes a estos géneros. El objetivo de esta tesis fue 

evaluar la actividad anti-VIH-1 in vitro de los crudos enzimáticos ricos en la enzima 

lacasa, producidos por dos especies autóctonas de hongos pertenecientes al género 

Ganoderma y al género Lentinus, usando un modelo celular cuyas condiciones se 

asemejan más a las encontradas in vivo. De encontrarse actividad antiviral, se 

exploraría si la lacasa tiene o no actividad sobre la trascripción reversa.    

 

Al crudo enzimático (CE) producido en un biorreactor se le evaluó la citotoxicidad en 

la línea 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 cotransfección de 

los plásmidos pHIV.GFP delta env y pVSV.G (gen G/virus de estomatitis vesicular), 

en las células 293T. La evaluación de la inhibición de la replicación viral se realizó 

en la línea celular U373-MAGI infectada con los VR y en presencia/ausencia del CE 

rico en lacasa. Cuarenta y ocho horas post-infección (hpi), se determinò el 

porcentaje de células infectadas por citometría de flujo (CF) para GFP y ELISA para 

p24. Se cuantificaron los productos tempranos/tardíos de TR mediante PCR en 

tiempo real. Para estos experimentos se contó con un control de inhibición de la  

transcripción reversa, Zidovudina (AZT). Los análisis estadísticos de los resultados 

se hicieron con el programa GraphPad Prism versión 5.0. 

 

Según los resultados obtenidos, los crudos enzimáticos ricos en lacasa de 

Ganoderma sp. y de Lentinus sp. inhiben de forma significativa (p<0.05) la 

replicación del virus VIH-1, entre la concentración citotóxica del 50% (CC50) y  la 

concentración citotóxica del 30% (CC30), con porcentajes comparables a los 

obtenidos con el AZT (80-90%). Además, parecen tener un efecto igualmente 

significativo sobre la actividad de la enzima viral TR (p≤0.02). Las concentraciones 

inhibitorias del 50% (IC50) 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 índices de selectividad (IS) encontrados para los crudos se 

encuentran entre 2 y 4.  

 

Estos resultados muestran la capacidad inhibitoria de los crudos enzimáticos ricos 

en lacasa de Ganoderma sp. y de Lentinus sp. sobre la replicación del VIH-1. Se 

hace necesario seguir su caracterización 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. 

 



4 

 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Pandemia del VIH  

Desde su aparición 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 pública mundial, instaurando nuevos retos para lograr su 

prevención 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 epidemiológicos recientes señalan que para 

finales del año 2009, en el mundo un estimado de 33,3 millones de personas vivían 

con el VIH; además, se reportaron aproximadamente 2.6 millones de nuevas 

infecciones y 1.8 millones de personas murieron por causa de enfermedades 

relacionadas con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)(ONUSIDA, 

2010). 

 

La epidemia del VIH es heterogénea; afecta a diferentes poblaciones y regiones de 

distintas maneras. Según el reporte más reciente de ONUSIDA, para Colombia a 

finales del año 2009 un estimado de 160000 personas vivían 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 número de 

hombres infectados; el mecanismo más probable de transmisión 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 año 2009, solo el 36% (alrededor de 5.2 

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



5 

 

en países de ingresos medios y bajos estaban recibiendo la terapia antirretroviral. En 

este mismo año, en Colombia la terapia tuvo una cobertura del 71% (ONUSIDA 

Colombia 2010). Recientemente, se demostró que menos del 40% de los jóvenes 

tienen información básica acerca del VIH y menos del 40% de las personas que 

viven con el VIH conocen su estado serológico. Es por esto que las nuevas 

infecciones siguen teniendo la ventaja respecto al número 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 obtención 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 más frecuente del SIDA. El VIH-2, el cual difiere en su 

estructura genómica y antigenicidad respecto al VIH-1, se ha encontrado 

principalmente en el oriente de África, así como también en Europa, Estados Unidos 

y Sur America (O'Brien et al., 1992), produciendo un síndrome clínico similar aunque 

menos severo.  

 

El proceso de replicación viral, que se lleva a cabo en aproximadamente 24 horas,  

incluye las siguientes etapas: i) unión de la partícula viral a los receptores de la 

célula, y fusión de la envoltura viral con la membrana celular; ii) entrada de la 

cápside y liberación del genoma viral al citoplasma; iii) síntesis de la copia de ADN; 

iv) transporte al núcleo de este ADN e integración en el genoma de la célula 

hospedera; v) transcripción del RNA viral, exportación al citoplasma y síntesis de las 

proteínas virales; vi) ensamblaje del virión y salida por gemación de las partículas 

virales y vii) maduración de los viriones.  
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El proceso se inicia con la unión de la proteína viral gp120 a la molécula CD4 de la 

célula blanco; esta interacción induce un cambio conformacional en la gp120 que 

favorece la interacción de esta proteína con las proteínas celulares que actúan como 

correceptores virales, las moléculas CCR5 y CXCR4. Estas interacciones 

promueven la exposición de un motivo de fusión en el extremo N-terminal de la 

proteína gp41, induciendo la fusión de la envoltura viral con la membrana celular. 

Posteriormente se da el desnudamiento de la cápside proteíca dentro del 

citoplasma, el material genético, que se encuentra allí en forma de dos cadenas 

idénticas de ARN, es transcrito a ADN dentro de la célula usando la enzima viral TR, 

una enzima multifuncional característica de los retrovirus y blanco de muchos 

fármacos, que lleva a cabo la polimerización de ADN dependiente de ARN y de 

ADN. El resultado de este proceso es una doble cadena de ADN, que luego entra en 

el núcleo y se integra en el genoma de la célula hospedera como provirus (Sato et 

al., 1992), mediante la acción de la enzima viral integrasa. El provirus utiliza la 

maquinaria celular para su transcripción (Poli y Fauci, 1992). La síntesis de 

partículas virales infecciosas depende de la producción de transcritos de ARN virales 

completos y la obtención de proteínas virales; la producción de estas proteínas 

involucra la exportación de los ARNm desde el núcleo celular y su traducción a 

poliproteínas en el citoplasma, que posteriormente serán escindidas a proteínas por 

proteasas celulares o víricas, durante el empaquetamiento de dichos transcritos 

dentro de un complejo nucleoprotéico que incluye proteínas estructurales; este 

complejo se rodea por una cubierta de membrana y se libera de la célula por un 

proceso de gemación desde la membrana plasmática, dando origen finalmente a 

nuevos viriones (von Schwedler et al., 2003).  

 

Durante la infección por el VIH-1 se observa una disminución progresiva en el 

número y función de los linfocitos T CD4+, células fundamentales en el desarrollo de 

la respuesta inmune celular y humoral; su eliminación induce una inmunodeficiencia 

severa, que hace susceptibles a los individuos infectados al desarrollo de diferentes 

neoplasias y enfermedades oportunistas que, en última instancia, conducen a la 

muerte (Zapata et al., 2006).  
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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 

amnióticos y leche materna (Staprans y Feinberg, 1997). La cantidad de virus en los 

fluidos es un factor determinante de la transmisión, lo cual está directamente 

relacionado con la etapa de la infección del individuo seropositivo (SP) (Bradley-

Springer y Cook, 2006), así como con el  estado de salud y si recibe o no tratamiento 

antirretroviral. El individuo es más infeccioso durante la fase aguda o en SIDA, 

etapas en las cuales la carga viral es más alta; sin embargo, ya que la mayoría 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 infección 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 progresión 

hacia SIDA; el 10% desarrollan SIDA en menos de 5 años, mientras que el 80% 

desarrolla la inmunodeficiencia en un promedio de 8 a 10 años. De otro lado, del 8-

10% de los individuos infectados se consideran progresores lentos o no progresores 

y se caracterizan porque en ausencia de antirretrovirales, permanecen asintomáticos 

por 10 años ó más, sin deterioro inmunológico y con cargas virales bajas o 

indetectables (Munoz et al., 1995). Adicionalmente, existen individuos que a pesar 

de haber estado expuestos en múltiples ocasiones al VIH-1, no tienen evidencia 

clínica ni serológica de la infección; 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 

aprobó la primera droga antirretroviral catalogada como un análogo nucleósido 

inhibidor de la TR. Debido al complejo ciclo de replicación del VIH que ha ofrecido 

numerosas oportunidades para la intervención farmacológica, hasta ahora se han 
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desarrollado y aprobado más de 20 drogas antirretrovirales que tienen como blanco 

las diferentes proteínas y fases del ciclo replicativo del virus: entrada, transcripción 

reversa, integración del genoma viral y ensamble de nuevas partículas virales. Estas 

drogas hacen parte del tratamiento clásico 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 aparición de cepas virales 

resistentes (Adamson y Freed, 2009).  

 

A pesar de que los antirretrovirales se han convertido en el tratamiento estándar 

para la infección 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 además 

otro aspecto negativo, relacionado con el modo en que los individuos SP siguen el 

tratamiento, ya que es difícil 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 replicación viral no se inhibe por completo, por lo que algunos virus se 

pueden replicar en presencia del medicamento, seleccionándose 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 combinación 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 mayoría 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 
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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 cómo los extractos de estas plantas 

logran inhibir la replicación del VIH; sin embargo, se ha postulado que la inhibición 

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, 

proteínas inactivadoras de ribosomas, lectinas, proteínas 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 descomposición blanca de la madera, también llamados hongos 

ligninolíticos, comprenden un grupo de organismos pertenecientes en su mayoría a 

la clase Basidiomicetes, cuya característica es su capacidad de mineralizar 

eficientemente la lignina, un heteropolímero contenido en la madera y otros tejidos 

vasculares de plantas (Lin y Dence, 1992). Esta degradación selectiva les permite 

tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan su 

fuente de carbono y energía (ten Have y Teunissen, 2001). Dentro de esta clase de 

hongos se ha estudiado ampliamente el género Ganoderma, no solo por su potencial 

ligninolítico 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 geográficas 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 hipertensión, hiperglicemia, hepatopatías crónicas y neoplasias 

(Lee et al., 1995). Hoy en día se continúan aislando nuevos metabolitos que 

muestran diversos tipos de actividad biológica, por ejemplo: anti-colesterol (ácido 

ganodérico B y C) (Gao et al., 2002), anti-histamínico (ácidos ganodéricos C1 y C2); 

efectos citotóxicos contra el sarcoma Meth A (ganodermanondiol y lucidunoles A y 

B), el carcinoma de pulmón de Lewis (LLC) (lucidunoles A Y B y ácido ganodérico θ), 

y el cáncer de seno (ganodermanondiol) (Gao et al., 2002). Adicionalmente, se ha 

reportado su efecto anti-VIH-1 (ganoderiol F y ganodermanontriol) (Gao et al., 2002), 

específicamente contra la proteasa (lucidumol B y ácido ganulocídico 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 país. Sin embargo, Ruíz y Varela en el 

2006  y 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 

caracterización molecular que verifiquen este hecho, la clasificación taxonómica de 

estos hongos sugiere que se trata de especies o cepas diferentes a las que han sido 

reportadas en la literatura, incluyendo especies autóctonas tales como Ganoderma 

amazonense  (Ruíz y 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 sólo por su sabor, sino 

también por su contenido de factores esenciales para la nutrición humana como 

vitaminas y aminoácidos, lo han convertido en objeto de muchas investigaciones. Se 

ha descubierto que algunas de sus especies tienen propiedades benéficas para la 

salud, por la síntesis 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 atópicas, artritis (Park et al., 2004), cáncer e hipercolesterolemia 

(Suzuki y Oshima, 1976). Además de los compuestos con actividad biológica, este 

género produce enzimas para la degradación y/o transformación de residuos 

agroindustriales que han generado un gran interés en el área de investigación 

biotecnológica (Zheng y Shetty, 2000). 

 

Según los reportes publicados, los extractos provenientes del micelio de estos 

hongos, son los más estudiados en los países asiáticos, por sus propiedades 

inmunomoduladoras, como el incremento en la producción de IL-1, activación de 

macrófagos, estimulación y proliferación de células de médula ósea 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 

inducción de apoptosis (Park et al., 2004); inhiben las últimas etapas del ciclo 

replicativo del virus Herpes simplex tipo 1, impidiendo su salida de la célula 

hospedara (Sarkar et al., 1993) y la infección por el virus mosaico del Tabaco, 

bloqueando etapas iniciales de su ciclo replicativo (Suzuki et al., 1989). Además, 

inhiben la replicación 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 específicos obtenidos a partir de estos hongos; 

por ejemplo, el Lentinano, un polisacárido obtenido de Lentinus edodes, incrementa 

la resistencia del hospedero a la infección por bacterias, hongos, parásitos y virus, 

incluyendo el VIH-1. Se ha demostrado que la sola administración del Lentinano es 

capaz de disminuir los niveles de p24 y que además si se administra en combinación 

con Didanosina (DDl) o AZT, inhibidores de la TR del VIH-1 usados en la terapia 

antirretroviral, disminuye la toxicidad de éstos e incrementa el número de células 

CD4+ en individuos con infección 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 útil en el procesamiento de los desechos agrícolas, 

detoxificación de suelos contaminados, decoloraciones, catálisis en síntesis química, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sarkar%20S%22%5BAuthor%5D
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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 podría 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 átomos de cobre en su centro catalítico (Baldrian, 2005); es típicamente 

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 

descomposición blanca (e.j., Ganoderma) (Hoegger et al., 2006). En estos últimos 

hongos participa en la morfogénesis, interacción planta/patógeno, defensa contra el 

estrés y degradación de lignina (Thurston, 1994).  

 

La lacasa típica de hongos es una proteína de aproximadamente 60-70 kDa, con un 

punto isoeléctrico alrededor de 4.0 y una temperatura óptima 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 proteínas purificadas de la misma especie de hongo y es 

soportado por la presencia de múltiples genes de lacasa en los hongos (Chen et al., 

2003). Otra fuente de variabilidad es el número de residuos glicosilados y tipo de 

glicosilación, dando origen a la diversidad de lacasas que se ha encontrado en 

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

 

La lacasa cataliza la reducción de O2 a H2O usando un amplio rango de compuestos 

fenólicos como donadores de hidrógeno (Solomon et al., 1996), posibilitando varios 

tipos de reacciones que la hacen apropiada para diferentes aplicaciones 

biotecnológicas, como decolorante, biosensor, desintoxicante de aguas 
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contaminadas o productos agrícolas, pesticidas y detergentes, entre otros  (Baldrian, 

2005). 

 

En cuanto a su potencial biológico, recientemente la lacasa ha demostrado tener 

actividad antiviral, incluso contra el VIH-1 y esto ha despertado el interés de la 

comunidad científica. Los investigadores Wang y Ng se han enfocado en la 

extracción y caracterización 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 inhibición de la TR del VIH-1 en la síntesis de ADN In vitro por parte de 

la lacasa pura obtenida de los hongos G. lucidum (CI50 de 1.2 μM) (Wang y Ng, 

2006), Tricholoma giganteum (CI50 de  2.2 μM) (Wang y Ng, 2004a), Pleurotus 

eryngii (CI50 de 2.2 μM) (Wang y Ng, 2004 c) y Hericium erinaceum  (IC50 de 9.5 μM) 

(Wang y Ng, 2004b); así 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 año, inhibieron la TR del VIH-1 con una CI50 de 22 μM y 12.7 μM 

respectivamente. 

 

Se ha propuesto que una posible interacción tipo proteína-proteína puede ser el 

mecanismo responsable de la actividad antiviral de esta enzima; sin embargo, es 

necesaria una investigación dirigida para esclarecer este hecho. 

 

Adicionalmente a esta enzima, se han reportado otros compuestos como ganoderiol 

F que también bloquea la replicación del VIH-1, probablemente a través de la 

inhibición 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 

concentración inhibitoria del 50% (CI50), lo que la convierte en una alternativa de 

tratamiento mucho más viable que las otras, debido a que se requiere menos 

concentración del compuesto para obtener un efecto significativo en la inhibición de 

la infección.  
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Todas estas investigaciones se han podido realizar no solo por la amplia distribución 

de la enzima dentro de hongos Basidiomycetes, sino también por su fácil obtención. 

Las propiedades que se le atribuyen a esta enzima se han visto incluso en crudos 

enzimáticos donde su producción es inducida por procesos biotecnológicos que 

permite obtener cantidades mayores a los otros componentes que hacen parte de la 

composición natural del cuerpo fructífero (Camarero et al., 2004; Kino et al., 1989), lo 

que facilitaría el desarrollo eventual de cualquier medicamento. El CE es el producto 

de fermentación líquida 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 

producción del CE de cualquier hongo ligninolítico. 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La infección por el VIH-1 ha impuesto el reto a la comunidad científica de realizar 

una búsqueda constante de nuevas alternativas terapéuticas que permitan un 

manejo adecuado de la infección y eventualmente la erradicación viral. Hasta el 

momento, se han encontrado medicamentos y tratamientos que pueden disminuir la 

carga viral, mejorando la respuesta inmune, retardando la progresión hacia SIDA y 

disminuyendo la probabilidad de infectar a otros. 

 

Dentro de estas terapias la más común y más usada es TARGA o simplemente 

terapia antirretroviral, dependiendo de la intensidad y número de medicamentos que 

se incluyan en la terapia (Shafer y Vuitton, 1999). Su principal acción se centra en 

bloquear las enzimas necesarias para la viabilidad viral, tales como la TR, la 

proteasa e integrasa, inhibiendo de este modo la replicación 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 glutatión reductasa y la glutatión peroxidasa, 

aumentando el estrés oxidativo, potenciando la replicación viral, y disminuyendo la 
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respuesta inmune (Sundaram et al., 2008); ii) reacción de hipersensibilidad en 

algunos individuos, con fiebre, sarpullidos y en algunos casos, la muerte (Davis y 

Shearer, 2008; Stekler et al., 2006); iii) disminución en número y función de los 

linfocitos T CD8+, dificultando la respuesta ante infecciones oportunistas y procesos 

malignos (Kolber et al., 2008); iv) generación 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 fácil 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 producción de grandes cantidades de lacasa. Ya que éstos son 

hongos autóctonos colombianos, se hace necesario investigar la citotoxicidad y la 

actividad antiviral, para lograr obtener a mediano plazo, un tratamiento antiviral 

económico a partir de ellos.  
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3. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

El crudo enzimático rico en lacasa producido por los hongos Ganoderma sp. y 

Lentinus sp., pueden disminuir significativamente la replicación in vitro del VIH-1 en 

células susceptibles, sin efectos citotóxicos sobre las células blanco. 

4. OBJETIVOS  

4.1. Objetivo General 

Evaluar la actividad anti-VIH-1 in vitro de los crudos enzimáticos ricos en lacasa 

producidos por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., en líneas celulares 

susceptibles a la infección, utilizando un sistema de única ronda de replicación. 

 

4.2. Objetivos Específicos 

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

mediante la transfección en células 293T. 

 

4.2.2. Evaluar la citotoxicidad de los crudos enzimáticos ricos en lacasa producidos 

por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., sobre la línea celular U373-MAGI, por 

medio de la técnica del MTT. 

 

4.2.3. Determinar la actividad antiviral in vitro de los crudos enzimáticos ricos en 

lacasa producidos por los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., sobre la replicación 

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

 

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

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

sp.  
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5. METODOLOGÍA 

5.1. Área de trabajo 

Grupo Inmunovirología, Laboratorio 532 Torre 2, Sede de Investigación Universitaria 

(SIU), Universidad de Antioquia.  

 

5.2. Producción del crudo enzimático  

Los crudos enzimáticos 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 operación: temperatura 30°C, agitación de 

200 rpm, aireación de 7.5L/min, pH inicial 4.5, en un medio de cultivo para hongos 

ligninolíticos con un inductor para la enzima lacasa durante 5 días. Se tomaron 

muestras diarias del bioreactor para determinar la actividad enzimática, axenidad y 

crecimiento de cada hongo. Posteriormente, cada CE se concentró en una unidad de 

ultrafiltración (Millipore, Amicon) con una membrana de punto de corte de 10 kDa. 

Luego se filtró el crudo de cada hongo independientemente en una membrana 

whatman y se dializaron durante 16 horas a 4°C en una membrana de diálisis de 

punto de corte de 12 kDa para obtener un volumen final de 50ml. Los crudos 

enzimáticos fueron donados al grupo Inmunovirología para la realización de este 

proyecto. 

 

La actividad enzimática de cada crudo, así como de la lacasa comercial, se 

determinó el mismo día 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 oxidación de ABTS se monitoreó en un 

espectrofotómetro 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 enzimáticos 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. Líneas celulares 

La línea celular 293T se utilizó para la producción de virus recombinantes y la 

evaluación de la actividad antiviral; éstas, son células embrionarias de riñón humano, 

que se cultivaron en monocapa a 37°C y en 5% de CO2, con medio DMEM 

(Invitrogen) al 10% de suero fetal bovino (SFB). Adicionalmente, para los ensayos 

antivirales se utilizó la línea celular U373-MAGI, la cual es establecida a partir de 

fibroblastos de embrión de humano. Las células fueron cultivadas en monocapa a 

una temperatura de 37°C, en 5% CO2, con medio DMEM (Invitrogen) al 10% de SFB. 

Esta línea 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. Producción del virus 

Las células 293T fueron cotransfectadas con los plásmidos pHIV-GFP delta env y 

pVSV-G. El plásmido pHIV-GFP delta env, contiene el gen de la proteína verde 

fluorescente y el genoma del VIH-1 con una mutación en el gen env. El plásmido 

pVSV.G (envoltura del virus de estomatitis vesicular) infecta por endocitosis, sin 

necesidad de usar los receptores típicos virales (CD4, y los correceptores CCR5 y/o 

CXCR4). Los sobrenadantes fueron recogidos a las 48 horas hpi y se cuantificó su 

progenie viral por medio de un kit de ELISA (Perkin Elmer) que detecta la proteína 

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 4ºC a una proporción 2:1. Luego, se centrifugaron, se 

resuspendieron en 1ml de DMED y se guardaron a -70ºC como reserva viral para el 

siguiente experimento. Los constructos virales fueron donados por el Dr. Johnny He 

de la Universidad de Indiana, Indianápolis, USA y el Dr. Sodroski del Instituto de 

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

Para determinar la citotoxicidad de los crudos enzimáticos, se sembraron en platos 

de 96 pozos de fondo plano 10.000 células de la línea celular U373-MAGI por pozo, 

resuspendidas en 200 L de medio DMEM con SFB al 10%; después de 24 horas se 

adicionaron diluciones dobles de cada CE, lacasa comercial y el medio de 

producción (vehículo control) por triplicado con un volumen final de 200ul. Cuarenta 

y ocho horas postratamiento, se evaluó el efecto citotóxico mediante el ensayo de 

MTT. Para esto, se descartó el medio de cultivo y se adicionó 28µl de MTT (2µg/ml) 

por pozo, se incubaron por 2h a 37°C y se adicionó 130µl de DMSO por pozo; 

después de 15 minutos de agitación se leyó en un espectrofotómetro a 490nm. 

 

Con este ensayo, se determinó cuál es la concentración de los crudos enzimáticos y 

lacasa comercial que es capaz de eliminar el 50% de las células (CC50). Una vez se 

determinó esta concentración, se evaluó su efecto antiviral y además, el de dos 

concentraciones por debajo de ésta, la CC30 y CC15. También se utilizaron como 

control de células, tres pozos sin tratamiento. La lacasa comercial y el medio de 

producción fueron donados por el grupo BIOPOLIMER. 

 

5.6. Inhibición de la replicación 

Para determinar la inhibición de la replicación del virus recombinante HIV-GFP+VSV-

G, se utilizó la línea celular U373-MAGI. Se utilizaron platos de 96 pozos y se 

sembraron 10.000 células por pozo. Se infectó con 3ng/ml de p24 del virus, en 

presencia o ausencia de la CC50, CC30 y CC15 de los crudos enzimáticos, de la 

lacasa comercial (Novozyme®) y del medio de producción como controles. El 

tratamiento comenzó una hora antes de la infección y permaneció por 48 hpi. 

Pasado este tiempo se cuantificó el porcentaje de células infectadas mediante 

citometría de flujo para GFP y se cuantificó 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 CI50; es decir, la 

concentración requerida para inhibir la replicación viral en un 50%. La proporción 
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entre la CC50 y la CI50, denominada índice de selectividad o índice terapéutico (IS), se 

determinó con el fin de conocer el potencial terapéutico de los crudos enzimáticos. 

 

5.7. Inhibición de la transcripción reversa 

Para determinar si la inhibición de la replicación del VIH-1 por el extracto puro de 

lacasa del hongo afecta el proceso de transcripción reversa, se utilizó la línea 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, así, como 

de las células control, fue extraído 48hpi mediante un kit de extracción de ADN 

(Qiagen®). Los productos tempranos y tardíos de la TR fueron cuantificados 

mediante PCR en tiempo real (qPCR); los oligonucleótidos utilizados son los 

siguientes:  

 

GAPDH-FW: 5' GCACCACCAACTGCTTAGCA 3' 

GAPDH-RV: 5' GTCTTCTGGGTGGCAGTGATG 3' 

 

Transcriptos tardíos: FW-Late 5′-TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT- 3′  

RV-Late 5′-GAGTCCTGCGTCGAGAGAGC -3′  

 

Transcriptos tempranos: Early FW 5′-GTGCCCGTCTGTTGTGTGAC-3′ 

Early RV 5′-GGCGCCACTGCTAGAGATTT-3′ 

 

La reacción de PCR incluyó: 2uL de  ADN, 12.5uL de Máxima master mix  

(Fermentas) y 0.2uM de cada primer. El ADN de GAPDH se utilizó para normalizar el 

contenido de ADN en cada preparación; los resultados se expresan como unidades 

relativas de transcriptos. Las condiciones térmicas para GAPDH, son las siguientes:  

95ºC 10 min, 40 ciclos: 95ºC 15 seg, 66ºC 1 min, Lectura: 72ºC 0.02seg, Lectura: 

72ºC 3min. Las condiciones térmicas para los transcriptos tempranos y tardíos, son 

las siguientes: 95ºC 10 min, 40 ciclos: 95ºC 15 seg, 60ºC 1 min, Lectura: 72ºC 

0.02seg, Lectura: 72ºC 3min.  
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5.8. Análisis estadístico 

Se utilizaron pruebas t de student no paramétricas (test de Mann Withney), debido al 

tipo de distribución 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 análisis estadístico se realizó con 

el programa GraphPad Prism versión 3.02. Las concentraciones inhibitorias del 50% 

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

 

 

6. RESULTADOS 
 

 
6.1  Citotoxicidad 

 
La citotoxicidad de los crudos enzimáticos fue determinada usando la línea celular 

U373-MAGI, por medio de la técnica MTT. Como se observa en las figuras 1a-d, en 

todos los casos la citotoxicidad disminuye a medida que las concentraciones son 

más bajas, de una manera dosis dependiente; así mismo, el medio de producción es 

menos citotóxico mientras más alta sea su dilución. 

 

Para los siguientes experimentos se tuvo en cuenta la CC50,  CC30 y CC15. El cálculo 

se hizo de la siguiente manera: 

 

Porcentaje de Citotoxicidad =  * 100 

 
 = Promedio de la longitud de onda de las células control 

 = Longitud de onda de la concentración x. 

 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, como se observan en las figuras 1a-d, las 

CC50 de los distintos tratamientos fueron: Para Ganoderma sp. Lote 1, CC50: 3437 

U/L; para Ganoderma sp. Lote 2, CC50: 4938 U/L; para Lentinus sp. Lote 1, CC50: 



22 

 

2466 U/L; para la Lacasa comercial, CC50: 125 U/L y para el medio de producción, la 

dilución 1:4. 

 

6.2.  Inhibición de la replicación del VIH-1 
 
El efecto inhibitorio en la replicación del VIH-1 de los crudos enzimáticos fue 

determinado usando la línea celular U373-MAGI mediante citometría de flujo para 

GFP y ELISA para p24, usando las concentraciones citotóxicas determinadas por el 

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

 

Porcentaje de inhibición = 100 -  

 

Las figuras 2a-d muestran el porcentaje de inhibición de la replicación basados en 

los datos obtenidos de la citometría de flujo de cada uno de los tratamientos. El 

análisis estadístico fue realizado mediante una prueba t de student basado en los 

datos de porcentaje de infección determinados por este mismo método (no 

mostrado). La mayoría de las concentraciones de los crudos enzimáticos de los 

hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., así como las de la lacasa comercial, 

inhibieron por encima del 50% la replicación del virus respecto al control de infección 

de manera significativa, con un valor p ≤ 0.05. La inhibición mínima obtenida fue de  

45,4% y 44,8%, correspondiente al lote 1 del crudo de Ganoderma sp. a una 

concentración de 3437 U/L y a la lacasa comercial a una concentración de 62.5 U/L, 

respectivamente. La máxima inhibición fue 86,4%, obtenida con el crudo de Lentinus 

sp. a una concentración de 2466 U/L. El  medio de producción no tuvo efecto 

significativo sobre la inhibición de la replicación comparado con el control de 

infección (valor p ≥ 0.1). El AZT inhibió la replicación del virus en un 97,65% (p 

<0,0001). 

 

La inhibición de la replicación también es representada como la expresión 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 

cuantificó 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 determinó el porcentaje de inhibición de 

las diferentes concentraciones de cada tratamiento. El análisis estadístico fue 

realizado tomando los datos de concentración 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 replicación del virus. Los porcentajes de 

inhibición máximos 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 

inhibición 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 estadísticamente significativos. 

Aunque el medio de producción logró inhibir en un 27,2% la replicación del virus a 

una dilución 1:4, este porcentaje no presentó diferencias estadísticamente 

significativas comparado con el control de infección (p=0.3143). El control de 

inhibición, AZT, logró inhibir la replicación del virus en un 83,2% (p=0.0286).  

 

Con los valores de inhibición de la replicación determinados a partir de la 

concentración de p24, se realizó un análisis de regresión lineal para determinar la 

CI50 con el fin de calcular el IS de cada CE. Estos valores, así como la CC50, 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.  Inhibición de la transcripción reversa del VIH-1  
 
Con el fin de evaluar el efecto de los crudos ricos en lacasa sobre el proceso de 

transcripción reversa del VIH-1, se midieron las unidades relativas de transcriptos 

tempranos y tardíos por qPCR. Basados en estos resultados, se calculó el 
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porcentaje de inhibición de la expresión de transcriptos. El análisis estadístico 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 tardíos, entre un 80% y 90% (p <0.02), similar a la inhibición 

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

 

 
 
7. DISCUSIÓN  

 

Hasta la fecha, son muchos los reportes que se encuentran sobre el potencial de los 

productos naturales para inhibir la infección por el VIH. La búsqueda de este tipo de 

compuestos naturales se hace cada vez más intensa, por lo que  diferentes extractos 

siguen siendo aislados, caracterizados y sujetos a diferentes investigaciones. 

(Bedoya et al., 2001). 

 

Hace algunas décadas, se descubrió la existencia de una enzima extracelular de 

diferentes tejidos de hongos ligninolíticos, como los del género Ganoderma y 

Lentinus (Hoegger et al., 2006). Esta enzima se conoce como lacasa y además de 

sus ya conocidas aplicaciones industriales, recientemente se describió 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 enzimáticos ricos en la enzima lacasa, por 

medio de procesos biotecnológicos que inducen la producción de esta enzima. 

(Camarero et al., 2004; Kino et al., 1989). 
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Estos crudos enzimáticos obtenidos de los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp. 

fueron donados al grupo Inmunovirología, para la evaluación de su actividad anti-

VIH-1. Según los reportes publicados, esta es la primera vez que se evalúa la 

actividad antiviral de este tipo de productos en nuestro país, utilizando hongos 

autóctonos y un modelo celular in vitro. Para definir la concentración a la cual los 

crudos enzimáticos podían utilizarse en este modelo celular sin efecto citotóxico 

significativo, se determinó la CC50, la CC30 y la CC15, mediante el ensayo de MTT en 

la línea celular U373-MAGI. Con estas concentraciones se analizó la capacidad 

antiviral de los diferentes tratamientos por dos métodos. Los resultados demostraron 

que los crudos enzimáticos obtenidos de los hongos Ganoderma sp. y Lentinus sp., 

así 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 inhibición, el 

medicamento AZT. Sin embargo, el porcentaje de inhibición es menor cuando se 

evalúa con base en las concentraciones de p24 en comparación con la inhibición 

establecida por citometría 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 patrón de inhibición. En 

nuestro caso, la mayoría de los tratamientos evaluados con ambas técnicas 

mostraron el mismo efecto respecto a los controles.   

 

El CE del hongo Lentinus sp. mostró mayor capacidad de inhibir la replicación viral, 

que el crudo del hongo Ganoderma sp. Esto puede estar indicando que la lacasa de 

Lentinus sp. posee una estructura, ya sea en secuencia o en arreglos 

postraduccionales, más adecuada para inhibir la replicación viral. Para Ganoderma 

sp. se evaluaron dos lotes de producción diferentes de CE, con el fin de probar la 

consistencia y reproducibilidad de los resultados. Se observaron diferencias en los 

porcentajes de inhibición entre los dos lotes de Ganoderma sp., por medio de las 

dos técnicas. Estos resultados pueden ser explicados por la dificultad que presenta 

esta metodología a la hora de inducir el mismo tipo de lacasa, dentro de todas las 

posibles variantes. La lacasa es una enzima con múltiples funciones biológicas, 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 fructífero de varias especies de hongos, a modo de isoenzimas 

que difieren entre ellas por cambios pequeños en su secuencia, o en su nivel de 

glicosilación. Existen además 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 enzimática y por tanto, en cuanto a su potencial biológico 

(Thurston, 1994). Toda esta variabilidad más que una desventaja, indica que es 

necesario probar el potencial de las diferentes lacasas existentes para determinar 

cuál es la o las que inhiben el VIH-1 de forma más eficiente, e instaurar una forma de 

producción estable de la enzima donde su actividad antiviral sea reproducible. Una 

opción prometedora es la producción heteróloga, por medio de la cual se ha logrado 

producir esta enzima a gran escala con propiedades deseadas para aplicaciones 

industriales; esto sugiere que se podría aplicar este mismo método para producir 

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

 

La actividad antiviral del medio de producción, el cual se usa para la inducción de la 

enzima lacasa, se analizó con el fin de verificar que el efecto antiviral observado 

realmente provenía del crudo enzimático rico en la enzima lacasa, y no de otro 

componente  del  medio de producción. Por citometría de flujo no se observó 

ninguna actividad inhibitoria del medio de producción; sin embargo, los análisis con 

base en los niveles de p24 mostraron que el medio tenía la capacidad de inhibir el 

20% de la replicación viral. Es posible que alguno de los componentes del medio de 

producción haya afectado algún punto del ciclo viral entre la traducción de proteínas 

y la salida de nuevos viriones, modificando así la concentración de p24 en el 

sobrenadante, más no la expresión de GFP dentro de la célula. 

 

Basados en los diferentes porcentajes de inhibición de la replicación obtenidos con 

base en la expresión de p24, se determinaron las concentraciones a las que se 

lograba una inhibición del virus del 50% (CI50) para cada tratamiento (Tabla1.). 

Todas las CI50 encontradas son menores que las CC50, lo que indica que el efecto 

antiviral observado es debido a interacciones específicas entre el CE rico en lacasa y 
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algún componente involucrado en el ciclo viral, el cual es aún desconocido, más que 

a un efecto citotóxico sobre la célula hospedera. Tomando estas concentraciones y 

las CC50, se establecieron los IS (Tabla 1). Considerando que el IS indica la 

proporción entre la CC50 y la CI50, un compuesto terapéutico debe tener un IS alto, lo 

que indica que se requiere utilizar una concentración mayor del compuesto para 

causar un efecto tóxico, 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 infección 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 

inhibición de la infección adecuados y no se establecieron ni las CC50 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 más al microambiente celular real en el 

que se desarrolla la infección, se podría decir que este efecto inhibitorio observado 

con la lacasa de Lentinus sp. puede ser extrapolado al que se encontraría en un 

modelo in vivo. 

 

Con el fin de tener una aproximación a la determinación de la fase del ciclo 

replicativo del virus en la cual, los crudos enzimáticos ricos en lacasa producidos por 

los hongos Ganoderma sp y Lentinus sp. tienen algún efecto inhibidor, se realizó un 

único experimento para evaluar su efecto en el proceso de transcripción reversa del  

virus mediante la cuantificación de las unidades relativas de transcriptos tempranos y 

tardíos. Basados en los resultados obtenidos, se calculó el porcentaje de inhibición 

de la producción de transcriptos tempranos y tardíos (Fig. 6a-b). Con ambos lotes 

del crudo de Ganoderma sp. se observó una inhibición de forma dosis dependiente y 

estadísticamente significativa, tanto en transcriptos tempranos, como en tardíos (p≤ 

0,02). El crudo de Lentinus sp. mostró un efecto opuesto, con una capacidad 
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inhibitoria mayor a una concentración menor, aunque ambas concentraciones 

inhibieron significativamente la producción de transcriptos (p≤ 0,02). Teniendo en 

cuenta que en los resultados de inhibición de la replicación por citometría de flujo y 

ELISA no se observó este efecto para el crudo de Lentinus sp. y que el crudo de 

Ganoderma sp. conservó la misma tendencia, es necesario realizar más repeticiones 

de este experimento para corroborar estos resultados. Los porcentajes de inhibición 

de cada crudo, son similares a los observados para el control de inhibición, AZT, el 

cual también disminuyó significativamente la producción de transcriptos (p= 0,0191) 

en un 97%.  

 

Se debe tener presente que en este estudio se está evaluando el efecto de un 

extracto crudo enzimático 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 CI50 y un 

IS más 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 está por encima de 10000. Sin embargo, se espera que con la purificación 

de la enzima estos valores aumenten, así como se observa en el reporte de Notka et 

al. en el 2003, donde se evaluó la actividad anti-VIH-1 de extractos acuosos y 

alcohólicos 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. Además, debido a que la enzima purificada ya 

ha demostrado tener un efecto anti-VIH-1 y que en este estudio se determinó la 

actividad anti-VIH-1 de una lacasa comercial purificada, dando como resultado 

porcentajes de inhibición por encima del 50%, se espera que el efecto inhibitorio de 

las lacasas purificadas a partir de los crudos enzimáticos de Ganoderma sp. y 

Lentinus sp.  aumente considerablemente. 

 

En conclusión, los crudos enzimáticos ricos en lacasa obtenidos a partir de los 

hongos Ganoderma sp y Lentinus sp, inhiben de manera significativa la replicación 

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



29 

 

podría ejercer el efecto antiviral, los resultados sugieren que puede actuar a nivel de 

la transcripción reversa, lo que soporta resultados anteriormente reportados. Sin 

embargo, es necesario evaluar su efecto sobre otras etapas del ciclo viral para 

descartar que también actúen a otro nivel. Con estos resultados se establecieron las 

bases para una investigación posterior en la cual se estudie más detalladamente, el 

mecanismo de acción de la enzima purificada, sus propiedades bioquímicas y otras 

posibles aplicaciones en farmacología. Teniendo en cuenta que en nuestro país se 

encuentra la materia prima para la producción de estos crudos, es factible que en un 

futuro se logre contribuir con el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en la 

que 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 biológica de cada uno de los crudos enzimáticos  

 

Tratamiento 

 

CC50
a (U/L) 

 

CI50
b (U/L) 

 

IS (CC50/ CI50)
c 

 

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 

 

a 
CC50: Concentración del CE requerido para tener un efecto citotóxico en el 50% de la población 

celular. (Tres experimentos independientes por triplicado). 

b 
CI50: Concentración del CE requerido para inhibir el 50% de la infección por VIH-1. (Tres 

experimentos independientes por triplicado). 

 
c 
IS: Proporción entre la concentración citotóxica 50 y la concentración inhibitoria 50 (CC50/ CI50).  
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Figura 1. 

a. 

 
 

 

b. 
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c. 

 
d. 

 

 
 

Figura 1. Efecto citotóxico de los diferentes tratamientos. La línea celular U373-MAGI se trató 

con diluciones dobles de los crudos enzimáticos de Ganoderma sp. lote 1 y 2 (1a) y Lentinus sp. (1b). 

La lacasa comercial (Novozyme®)  (1c) y el medio de producción (1d) fueron utilizados como 

controles. 48 horas postratamiento, se determinó el efecto citotóxico mediante MTT; la lectura se 

realizó en un espectrofotómetro a 490nm. Las gráficas representan el promedio de tres experimentos 

independientes por triplicado. 
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Figura 2. 

 

a. 

 
 

b. 
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c. 
 

 
d. 

 
 

 

Figuras 2. Efecto inhibitorio del VIH-1 por los diferentes tratamientos, evaluado por citometría 

de flujo. La línea celular U373-MAGI se infectó con 3ng/ml de p24 del virus, en presencia o ausencia 

de las CC50, CC30 y CC15 de los crudos enzimáticos de Ganoderma sp. lote 1 y 2 (2a) y Lentinus sp. 

(2b). La  lacasa comercial (Novozyme®) (2c) y el medio de producción (2d) fueron utilizados como 

controles. 48 hpi, se cuantificó el porcentaje de células infectadas mediante citometría de flujo para 

GFP. Las gráficas representan el promedio de tres experimentos independientes por triplicado. 
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Figura 3. 

a.  

 

b. 

 
c. 

 
d. 
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e. 

 
 

f. 

 
 

 

 
Figura 3. Expresión de GFP en células U373MAGI infectadas con VIH-1  en presencia de los 

diferentes tratamientos. La línea celular U373-MAGI se infectó con 3ng/ml de p24 del virus, en 

presencia o ausencia de las CC50, CC30 y CC15 de los crudos enzimáticos 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 producción (3e) y AZT (3f). Control la infección (3f). 48 hpi, se 

observó en un microscopio de fluorescencia la expresión de GFP. 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

Figura 4. 

 

 

 

Figura 4. Gráfica representativa del análisis estadístico. Basados en los resultados de 

concentración de p24 encontrados por ELISA, se realizó una prueba t de student, comparando cada 

tratamiento con el control de infección. Los asteriscos (*) indican una diferencia estadísticamente 

significativa, con p< 0.05. Para los resultados de infección obtenidos por Citometría y los de inhibición 

de la producción de transcriptos tempranos y tardíos de la TR, obtenidos por qPCR, se realizó la 

misma prueba estadística. 
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Figura 5. 

 

a. 

 
 

b. 
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c. 

 
d. 

 
 

Figuras 5. Efecto inhibitorio del VIH-1 por los diferentes tratamientos, evaluado por 

medio de ELISA para p24. La línea celular U373-MAGI se infectó con 3ng/ml de p24 del virus, en 

presencia o ausencia de las CC50, CC30 y CC15 de los crudos enzimáticos de Ganoderma sp. lote 1 y 

2 (5a) y Lentinus sp. (5b). La  lacasa comercial (Novozyme®) (5c) y el medio de producción (5d) 

fueron utilizados como controles. 48 hpi, y se cuantificó a partir de los sobrenadantes la cantidad de 

p24 mediante una prueba de ELISA. Las gráficas representan el promedio de tres experimentos 

independientes por triplicado. 
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Figura 6. 

a. 

 

b. 

 

Figuras 6. Inhibición de la transcripción reversa del VIH-1 por los crudos enzimáticos de de 

Ganoderma sp. y  Lentinus sp. La línea celular U373-MAGI se infectó con 3ng/ml del virus, en 

presencia o ausencia de las CC50, CC30 y CC15 de los crudos enzimáticos de Ganoderma sp. lote 1 y 

2 (6a) y Lentinus sp. (6b). 48 hpi, el ADN de las células fue extraído con kit de extracción de Qiagen® 

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


