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AREA DE TRABAJO

El presente estudio se realiz6 en el Laboratorio de Bioseguridad Nivel 3 (BL-3)
del Laboratorio de Inmunologia y Virologia (L.1.V.) del Departamento de Microbiologia
e Inmunologia (D.E.M.l.) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (F.C.B.) de la

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (U.A.N.L.) en el periodo de Enero del 2009 a
Diciembre del 2009.



1. RESUMEN

Actualmente, todos los antirretrovirales usados contra el Virus de Inmunodeficiencia
Humana Tipo | (VIH-1), se conocen por crear resistencias asociadas a mutaciones en las
cepas de VIH-1. Por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevos farmacos. Los
Inhibidores de Fusion o Entrada representan una nueva generacion de antirretrovirales
para el tratamiento de la infeccion de VIH-1. Entre ellos, dos agentes conocidos por
inhibir la Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI), una proteina celular requerida para el
inicio de la infeccion con VIH-1, son el antibidtico Bacitracina y el reactivo acido 5,5’-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), y actualmente se encuentran en investigacion. En este
trabajo se estudid la posibilidad de que Bacitracina y DTNB puedan tener actividad
virucida. Por medio de ensayos de actividad residual, se encontrd6 que ambos
compuestos mostraron actividad virucida de forma dosis-respuesta. Ademas, tanto
Bacitracina como DTNB parecen depender en el tropismo viral para inhibir
eficientemente la infeccion de VIH-1 cuando son expuestos sélo al virus. Aln mas, se
realizaron ensayos de fusion basados en células fusogénicas para estos dos compuestos,
y como se esperaba, tanto Bacitracina como DTNB mostraron inhibicion en forma de
dosis-respuesta cuando se les expuso a ambos tipos de células. Es posible que al menos
DTNB actie en gpl20, NC y/o Tat virales. Por ultimo, para determinar el blanco
antiviral de Bacitracina y DTNB, se realizd un ensayo de adicion por tiempos, para
delimitar la(s) etapa(s) del ciclo replicativo viral que es bloqueada por estos compuestos,
y los resultados indican que no solo actdan en etapas tempranas, sino también en etapas
tardias. Esta es la primera vez, que se conoce, que tanto Bacitracina como DTNB han
mostrado ser agentes virucidas efectivos contra la infeccion de VIH-1.



ABSTRACT

Currently, all known antiretrovirals drugs used against human immunodeficiency virus
type | (HIV-1), are known to produce resistance associated mutations in HIV-1 strains.
Thus, the search for new drugs to treat HIV infection is neccesary. Entry inhibitors
represent a new generation of antivirals for the treatment of HIV infection. Among these,
agents known to inhibit protein disulfide isomerase (PDI), a cell-surface protein critical
in HIV-1 entry, such as the antibiotic Bacitracin and the membrane-impermeant thiol
reagent 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) are currently being researched. Here
we studied the possibility that both Bacitracin and DTNB might have virucidal activity.
By means of residual activity assays, we found that both compounds showed antiviral
activity in a dose-dependent manner. Also, both Bacitracin and DTNB seem to depend
on the tropism exhibited by HIV-1 strains to efficiently inhibit HIV-1 infection when
exposed only to the virus itself. Furthermore, cell-based fusion assays were performed
for these two compounds and as expected, both Bacitracin and DTNB showed inhibition
in a dose-dependent manner when exposed to both type cells, which could easily suggest
that both Bacitracin and DTNB seem to act highly on gp120 and/or gp41, and also on
Tat, Rev, Nef and/or Gag-products. In addition, to further determine the antiviral target
of Bacitracin and DTNB, a time-of-addition experiment was used to delimit the stage(s)
of the viral life cycle that is blocked by these compounds, and our findings suggest that
they act not only at early viral cycle stages but also at late stages. This is the first time, to
our knowledge, that both Bacitracin and DTNB have been shown to be effective
virucidal agents against HIV-1 infection.



2. INTRODUCCION

La constante presencia de resistencias del VIH-1 a los farmacos antirretrovirales
aprobados en aquellos pacientes infectados ha impulsado la investigacion y desarrollo de
nuevos agentes que puedan ser inhibidores en alguna fase de la infeccion del virus.
Existen muchos agentes potencialmente inhibidores que actualmente se encuentran en
investigacion en diferentes fases clinicas de estudio. Se clasifican dependiendo de la fase
del ciclo replicativo del virus en la cual participen. Los farmacos actuales pueden actuar
sobre las enzimas virales o en la fase previa a la replicacion del virus, cuando esta por
entrar a la célula. Estos se conocen de forma general, como Inhibidores de Fusion (IF).

La mayoria de los inhibidores actdan en proteinas virales, ya sea en la fase de
fusién, o en la parte replicativa, que se lleva a cabo dentro de la célula huésped, donde
los inhibidores actlan en las enzimas virales. Sin embargo, existen algunos inhibidores
en estudio que ejercen su efecto inhibitorio en la célula huésped que de alguna manera
evita la unién del virus con la célula, pero aunque esto impide eficientemente la
infeccion por el VIH-1, desafortunadamente también puede impedir que las células
realicen sus funciones normales, y puesto que las células a las cuales infecta el VIH-1,
son linfocitos T CD4 y macréfagos, éstas son células pertenecientes al sistema inmune, y
cualquier incapacidad en sus funciones normales afectaria de forma general al sistema
inmune del individuo.

Existen dos compuestos que se conoce son inhibidores de la infeccion del VIH-1,
Bacitracina y DTNB, los cuales ain se encuentran en investigacion. Se ha determinado
que actuan inhibiendo la Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI), una proteina celular
requerida para el inicio de la infeccidn con VIH-1, es decir, son Inhibidores de Fusion.

Sin embargo, debido a que PDI posee muchas funciones fisioldgicas en la célula,
su blogueo por estos compuestos la incapacitaria para realizar aquellas funciones
importantes en la célula, como lo son sus efectos reductivos. Por esto, estos dos
compuestos han sido considerados por no tener potencial prometedor como agentes
terapéuticos.

No obstante, aln no se conoce el mecanismo completo de accion de estos
potenciales inhibidores en la infeccion del VIH-1. Por ello, se pretende analizar si estos
dos agentes inhibidores, que se sabe ejercen su efecto en la célula, actian también en el
virus, de forma que serian considerados no s6lo como Inhibidores de PDI, sino como
inhibidores que actuen en el virus propio.

Ademas, se pretende determinar si estos compuestos protegen de alguna manera
a la célula contra la infeccion del virus por un tiempo determinado. Asi, estos
compuestos podrian ser reconsiderados como agentes terapéuticos al determinar su
efecto inhibitorio en el virus. La importancia de este trabajo recae en la necesidad de
ofrecer a los pacientes nuevos farmacos que puedan ser efectivos contra la infeccion del
VIH-1.



3. OBJETIVOS

3.1 General

Profundizar el estudio de los Inhibidores de PDI, Bacitracina y DTNB, respecto a

sus efectos inhibitorios tanto en la célula huésped como en el virus contra la infeccion
del VIH-1.

3.2 Especificos

1.

Determinar la Concentracion Inhibitoria de Bacitracina y DTNB requerida para
inhibir en un 50% la infeccién del VIH-1.

Determinar si Bacitracina y DTNB presentan citotoxicidad (determinar la
Concentracion Citotoxica al 50%).

Determinar mediante el ensayo de células fusogénicas que Bacitracina y DTNB
actuan en la célula, especificamente, en fase de fusion.

Determinar mediante el ensayo de células fusogénicas si Bacitracina y DTNB
acttan sobre el virion y/o los procesos biosintéticos virales.

Corroborar mediante el ensayo de actividad residual si Bacitracina y DTNB acttan
efectivamente en el virus.

Determinar mediante el ensayo de adicion por tiempos si Bacitracina y DTNB
acttan sobre otra fase del ciclo replicativo del virus.

Determinar si Bacitracina y DTNB protegen a las células contra la infeccion de
VIH-1, y si es asi, determinar el tiempo minimo de proteccion.

Evaluar la capacidad de inhibicion de Bacitracina y DTNB sobre cepas M-tropicas
de VIH-1.



4. HIPOTESIS

Los inhibidores de la Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI), Bacitracinay DTNB,
también son agentes virucidas que acttan sobre la particula viral de VIH-1 inhibiendo la
infeccion.



5. ANTECEDENTES

5.1 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Sida)

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) fue primero reconocido a
principio de los 80s en Estados Unidos (Gottlieb et al., 1981), determinado como
enfermedad infecciosa en 1983, cuyo agente causal es un retrovirus (Hahn et al., 2000),
el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Coffin et al., 1986). Finalmente, se
determind que la infeccion con este retrovirus (VIH) resulta en una profunda
inmunosupresion debido predominantemente a una deplecién selectiva de los linfocitos
T colaboradores (Th) que expresan el receptor del virus, la molécula CD4 (Fauci, 1988).

Una vez que el virus ha invadido las células T CD4, el proceso es irreversible y
progresa hacia el deterioro gradual y crénico del sistema inmune, presentando en algun
momento de la enfermedad complicaciones infecciosas o tumorales que pueden
comprometer la vida del paciente. Esta es la etapa de la infeccion que se conoce como
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

A medida que avanza la enfermedad y el sistema inmunolégico del individuo va
siendo afectado, comienzan a surgir enfermedades oportunistas, tales como:
tuberculosis, neumonia, algunos tipos de cancer, candidiasis e infecciones del sistema
nervioso (toxoplasmosis y meningitis, por ejemplo) (Uribe-Zufiiga, 1999).

5.1.1 Aspectos inmunologicos en la infeccién por VIH

El VIH es un virus linfotropico que infecta primordialmente a las células T
cooperadoras (Th). Dado que estas células juegan un papel central en la respuesta
inmune adquirida o adaptativa, su destruccion y pérdida condicionan un estado muy
grave de inmunodeficiencia.

Para transmitir la infeccion es indispensable el intercambio directo de fluidos
corporales. Las relaciones sexuales son el modo méas comun de transmision, pero lo es
también el contacto directo con sangre, como ocurre con agujas contaminadas y
transfusion de sangre. Las madres infectadas pueden transmitir la infeccion a sus hijos
durante el embarazo, en el momento del nacimiento y durante la lactancia (Ruiz-
Arguelles, 2008).

El VIH transmitido por via sexual alcanza el torrente circulatorio a partir de las
mucosas que revisten el tracto genital, el recto y la boca. Los macrofagos y células
dendriticas en estas mucosas captan al virus y lo transportan a los ganglios linfaticos,
que contienen grandes cantidades de células Th, identificadas por el fenotipo
CD3+/CD4+ (Fauci et al., 1996).

Una vez en esta localizacion, el VIH induce la respuesta inmune adaptativa, que se
manifiesta por la sintesis y secrecion de anticuerpos y la generacion de células T
citotoxicas especificas. Sin embargo, pueden pasar de 1 a 6 meses para que un individuo
infectado por VIH desarrolle cantidades detectables de anticuerpos en el suero. Con el
paso del tiempo la intensidad de la respuesta inmune contra el VIH se debilita a medida
que las células T de memoria (CD3+/CD4+/CCR5+) se destruyen progresivamente
(Ruiz-Arguelles, 2008).



5.1.2 Epidemiologia.

A finales del 2007, UNAIDS estimé que a nivel mundial existen 33.2 millones de
personas que viven con VIH, de los cuales 30.8 millones eran adultos, 15.4 millones
mujeres, y 2.5 millones menores de 15 afios (UNAIDS, 2007). Cada dia se infectan por
el VIH en todo el mundo alrededor de 11 mil personas. Aproximadamente el 40% de las
nuevas infecciones por VIH, se producen en jovenes de entre 15y 24 afios. De acuerdo a
las estimaciones mas recientes del Centro Nacional para la Prevenciéon y Control del
SIDA en México existen 131 mil personas adultas infectadas por el VIH. En Nuevo
Ledn, a la fecha, se conocen 3,650 personas infectadas (CENSIDA, 2009).

5.2 Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un virus complejo de ARN
perteneciente al género Lentivirus de la familia Retroviridae. Es un virus envuelto de
100 a 120 nm de diametro, con morfologia heterogénea y una capside en forma conica.
Posee un genoma de ARN de cadena sencilla positiva que tiene la capacidad de
transcribir su genoma a ADN en la célula hospedera mediante la enzima llamada
transcriptasa inversa (TR).

El VIH posee tres genes caracteristicos: gag (gen antigeno grupo-especifico), que
codifica para las proteinas de la capside y nucleocéapside virales; pol (polimerasa), que
codifica para las enzimas virales y env (envoltura) que codifica para las glicoproteinas
de la envoltura viral. Contiene varios marcos abiertos de lectura (ORF) traslapados que
codifican para las proteinas reguladoras/accesorias Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev y Nef.

Dentro de la cépside viral se encuentran dos copias (generalmente idénticas) del
genoma viral de ~9.3 kb. EI genoma del VIH esta flanqueado por las secuencias largas
de repeticion terminal (LTR), que cumplen multiples funciones en las diferentes etapas
del ciclo de replicacién del VIH (Freed and Martin, 2007).

La céapside y la matriz proteica del virus estdn conformadas por las proteinas
codificadas por gag (las proteinas virales por convencion se nombran con un ndmero
que corresponde a su tamafo): p24 (CA), que constituye la capside viral; p17 (MA), que
forma la matriz proteica asociada a la cara interna de la envoltura viral; p7 (NC), que
constituye la nucleocépside asociada al ARN viral y p6, que es importante para la
liberacion de los viriones nuevos al interaccionar con proteinas asociadas al transito de
vesiculas en la célula hospedera (Freed and Martin, 2007; Levy, 2007). Las enzimas
codificadas por pol son: proteasa (PR), transcriptasa reversa (TR), e integrasa (IN). Las
proteinas virales Env provienen de la protedlisis por enzimas celulares de la
glicoproteina precursora gpl60, que origina a gpl20 (SU), una glicoproteina de
superficie, y gp41 (TM), una glicoproteina transmembranal (Rubbert et al., 2006).

5.2.1 Clasificacion

Dos tipos de VIH se reconocen actualmente. EI VIH-1 fue primero aislado en
1983 (Barre-Sinoussi et al., 1983), y el VIH-2 en 1986 (Clavel et al., 1986). Ambos se
replican en las células T CD4 y se consideran patogénicos en las personas infectadas,
aunque la inmunodeficiencia puede ser més severa con el VIH-2, el cual actualmente se
encuentra confinado en su mayor parte en Africa (Rubbert et al., 2006).
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5.2.2 Ciclo de replicacién

El VIH se une a las células blanco a través del receptor celular CD4 (Dalgleish et al.,
1984; Fauci, 1988), el cual es necesario pero no suficiente para la infeccion; se requieren
correceptores para los pasos subsecuentes (Fig. 1). Los receptores de quimiocinas CCR5
(en macrofagos) y CXCR4 (en linfocitos T) funcionan como los principales
correceptores del virus (Moore et al., 1997; Berger et al., 1999). La glicoproteina gp120
se une al CD4, lo que induce cambios conformacionales en gpl20 que exponen los
dominios de union al correceptor en gp120. La unién del correceptor causa otro cambio
conformacional que expone el dominio de fusion en gp41, a través del cual se unen las
membranas celular y viral, permitiendo la liberacion de la céapside viral en la célula
(Chan and Kim, 1998).

Seguido de la liberacidn de la capside viral en la célula, que incluye ARN viral,
proteinas y enzimas virales, la TR convierte el ARN viral a ADN viral, el cual luego es
transportado al ndcleo celular (Hu and Temin, 1990; Panganiban, 1990) e integrado al
genoma celular a través de la enzima IN. El provirus integrado es transcrito y el genoma
del ADN proviral es flanqueado por LTR en ambos extremos. Inicialmente, el ARNm
viral es cortado en multiples transcritos que codifican para Tat y Rev virales, las cuales
son proteinas reguladoras de la transcripcion (Rubbert et al., 2006).

En la etapa final del ciclo viral, que comprende el ensamblaje y salida del VIH, la
poliproteina Env (gpl160) es cortada por la PR y procesada a las dos glicoproteinas de
envoltura, gp4l y gpl20, las cuales son transportadas a la membrana plasmaética de la
célula donde gp41 ancla la gp120 a la membrana de la célula infectada (Campbell et al.,
2001). La proteina madura CA forma la capside viral, la NC produce la encapsidacion
del genoma completo viral de ARN y la proteina p6 regula la salida de los nuevos
viriones de la célula infectada. El virus adquiere una envoltura lipidica al salir de la
célula infectada. Al salir de la célula infectada, el virus esta listo para iniciar otra ronda
de infeccion (Freed and Martin, 2007).

5.3 Antirretrovirales (ARV)

Los farmacos antirretrovirales (ARV) aprobados intentan bloquear la replicacion
viral en el interior de las células al inhibir enzimas virales, o bloguean la entrada del
virus a la célula (Pomerantz and Horn, 2003). Se clasifican de acuerdo a su mecanismo
de accidn, y hasta la fecha existen cinco clases de farmacos ARV:

5.3.1 Inhibidores de Fusion (IF)

Estos inhibidores, a diferencia de los deméas que bloquean la replicacion del VIH
en la célula infectada, impiden la entrada del VVIH a las células blanco (Moore and Doms,
2003). El inhibidor de la fusion Enfuvirtida, también llamado T-20, es un péptido
sintético de 36 aminodacidos derivado de la porcion N-terminal de la glucoproteina gp41
de la envoltura del VIH (Lalezari et al., 2003). Actla uniéndose a gp41, asi inhibiendo el
cambio conformacional de gp4l necesario para la fusion de las membranas viral y
celular (Kilby et al., 1998).
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Figura 1. Ciclo de replicacion del VIH-1. 1) El VIH se une a la célula por medio de un receptor. 2) El VIH libera su
contenido en la célula blanco. 3) La enzima Transcriptasa Reversa copia el ARN viral en ADN. 4) EI ADN viral es
insertado en el ADN celular. 5) Se producen proteinas y enzimas virales. 6) Nuevas particulas virales se ensamblan y
brotan de la célula. 7) El virus madura para comenzar el proceso infeccioso de nuevo (Modificado de NIAID, 2009).

5.3.2 Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Analogos a Nucledsidos

(ITRAN)
Su blanco es la enzima transcriptasa reversa del VIH. Actlan como sustratos

alternativos o bloques de construccion falsos de esta enzima, compitiendo con los



nucleodsidos fisiologicos. Difieren de ellos sélo en una pequefia modificacion en la
molécula de ribosa. La incorporacion de estos analogos de nucleésidos interrumpe la
sintesis de ADN, al no poderse formar los enlaces fosfodiester que normalmente
estabilizan la doble cadena. Para poder actuar, los ITRAN necesitan previamente
introducirse en las células y fosforilarse hasta transformarse en derivados trifosfato
(Richman, 2001).

5.3.3 Inhibidores de la Transcriptasa Reversa No Nucleésidos (ITRNN)

Como los ITRAN, los farmacos del grupo ITRNN ejercen su accion al inhibir a
la enzima transcriptasa reversa. A diferencia de los ITRAN, no inhiben a la TR con un
sustrato alternativo, sino que se unen directamente y de manera no competitiva con la
enzima, en una posicién cercana al sitio de unién del sustrato, o sea, de los nucleosidos.
El complejo que resulta bloquea el sitio de unién, activado por catalizador de la TR, la
cual entonces se puede unir con menos nucledsidos de lo normal y la polimerizacion se
hace significativamente més lenta. En contraste con los ITRAN, los ITRNN no necesitan
de activacion dentro de las células (Richman, 2001).

5.3.4 Inhibidores de Integrasa (1)

Uno de los pasos mas criticos en el ciclo del VIH es la integracion del genoma
viral en el ADN celular. Esto permite que la célula huésped se convierta en una “fabrica
de VIH” y produzca muchos viriones. La enzima Integrasa es la que realiza esta tarea, y
los inhibidores de Integrasa detienen esta enzima. Estos Il son oligonucléotidos
(pequefios segmentos de AND o ARN que son sintéticamente preparados) modificados
gue pueden servir para bloquear las interacciones ARN/ADN y modificar la sintesis de
proteinas o enzimas. La Unica desventaja que poseen es que sélo tienen una oportunidad
de atacar. Si fallan, cualquier intento posterior es indtil puesto que la informacién
genética ya esta incorporada (Serrao et al., 2009).

5.3.5 Inhibidores de Proteasa (IP)

Esta clase de ARV bloquea el sitio activo y catalitico de la proteasa del VIH, al
ocupar exactamente el sitio activo de esta enzima. Esto evita el corte proteolitico de las
proteinas virales recientemente hechas, lo que conduce a la liberacion de particulas
virales inmaduras que son incapaces de infectar nuevas células (Eron, 2000).

5.3.6 Resistencia a ARV

La introduccion de la Terapia Antirretroviral Altamente Activa (TARAA) ha
cambiado dramaticamente el manejo de la enfermedad de VIH. Esta terapia de
combinacion de ARV que contienen por lo menos un IP y dos inhibidores de TR ha
tenido un impacto impresionante en la letalidad del SIDA, con una importante
disminucién en la frecuencia de infecciones oportunistas (Asjé, 2002). No obstante,
muchos pacientes no logran alcanzar una supresion viral. Varios factores son la causa,
pero la resistencia a los ARV actuales persiste como un elemento importante en el
fracaso de la terapéutica contra el SIDA (Palella et al., 1998; Youree y D’ Aquila, 2002).

El VIH presenta una elevada variabilidad genética, la cual se debe, en primer
término, a las propiedades de la TR, una ADN polimerasa que no posee propiedades de
exonucleasa 3’-5’°, por lo que no tiene la capacidad de corregir los errores que ocurren
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durante la replicacion. El alto grado de replicacion a lo largo del curso de la infeccion y
la aparicion de muchas mutaciones sirven como bases para la emergencia de variantes
resistentes bajo la presion selectiva de los ARV (Sharma, 2000). Por esto, es imperativo
desarrollar farmacos mas efectivos para sobrepasar la resistencia del virus. Nuevas
moléculas podrian bloquear los blancos virales conocidos u otros nuevos (Ferrari &
Soling, 1999).

5.4 Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI)

La enzima PDI es un miembro con multidominios y multifuncional, que pertenece a
la superfamilia tioredoxina (Ferrari & Soling, 1999; Freedman et al., 2002). Las
proteinas PDI contienen al menos un dominio tiorredoxina, el cual se ha demostrado que
juega un papel importante en la actividad enzimatica (Ferrari & Séling, 1999).

PDI es una proteina-tiol oxidorreductasa de 57-kDa (Edman et al., 1985) que se
conoce que cataliza todas involucradas en la formacion de enlaces disulfuro nativos
(Ellgaard and Rudock, 2005). Puede catalizar la oxidacion, reduccion e isomerizacion de
los tioles (-SH) y/o disulfuros (S-S), ocurriendo este Gltimo mediante el rearreglo de
disulfuros intramoleculares o a través de ciclos de reduccion y oxidacion (Schwaller et
al, 2003). Es decir, PDI esta involucrada en el procesamiento y maduracion de las
proteinas secretoras en el reticulo endoplasmaético (Ferrari & Soling, 1999).

PDI esta presente en su mayoria en el reticulo endoplasmatico, donde es retenida
por su secuencia Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) C-terminal (Munro and Pelham, 1987) y
actla como oxidasa para formar enlaces disulfuro en proteinas nacientes y asiste en el
plegamiento proteico (Noiva and Lennarz, 1992; Bulleid, 1993; Freedman et al., 1994;
Gilbert, 1997). Tambiéen se encuentra ligeramente adherida en la superficie de las células
mamiferas, donde actla como una reductasa para cortar los enlaces disulfuro de las
proteinas adheridas a la célula (Feener et al., 1990; Yoshimori et al., 1990). Su funcién
redox estd basada en la presencia de dos residuos de cisteina en sus sitios activos Cys-
Gly-His-Cys (CXXC) (Ferrari & So6ling, 1999).

La propiedad de PDI de unirse a diferentes péptidos es esencial a su funcion
dentro y fuera de la célula. Las funciones de la superficie de PDI incluyen la unién a
péptidos, adhesion celular y tal vez, actividades como chaperona (Ferrari & Soling,
1999). Algunos ejemplos especificos de sus funciones incluyen: la interaccion con el
receptor de la toxina de la difteria para facilitar el transporte del fragmento toxico en el
citoplasma (Ryser et al., 1991), la reduccién de un enlace disulfuro en el ectodominio
del receptor de tirotropina (Couét et al., 1996), el control redox de tioles/disulfuros
exofaciales de proteinas de linfocitos (Lawrence et al., 1996; Téager et al., 1997), la
unién a trombospondina extracelular (Hotchkiss et al., 1998), la unién a 6xido nitrico en
una reaccion requerida para el transporte de 6xido nitrico a los megacariocitos y para la
maduracion de plaquetas (Zai et al., 1999), y su participacion en el intercambio de
tioles/disulfuros que actian en la fusion de gametos para producir cambios
conformacionales en las proteinas de fusion activas (Ellerman et al., 2006). PDI también
es una subunidad esencial de la enzima prolil-4-hidroxilasa (P4H) (Pihlajaniemi et al.,
1987) y de la proteina de transferencia de triglicéridos en los microsomas (MTP) en
células mamiferas (Wetterau et al., 1990).
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Recientemente, se determino el papel critico de PDI en la infeccion del VIH
(Ryser et al., 1994; Fenouillet et al., 2001; Gallina et al., 2002; Barbouche et al., 2003;
Markovic et al., 2004).

5.4.1 Mecanismo de entrada del VIH

Se determin6 que el VIH-1 y su célula blanco llevan a cabo un intercambio tio-
disulfuro mediado por PDI y que la reduccion de disulfuros criticos en las glicoproteinas
de la envoltura viral puede ser el evento inicial que dispara los cambios
conformacionales requeridos para la entrada del VIH-1 (Ryser et al., 1994).

5.4.1.1 Unidn de gp120 al Receptor CD4. La entrada del VIH a la célula huésped
es mediada por las glicoproteinas de envoltura, las cuales estan organizadas como picos
que sobresalen de la superficie del virion. Estos complejos estan anclados a la membrana
viral por la glicoproteina transmembranal gp41. La superficie del pico estd compuesto
principalmente de la glicoproteina externa, gpl20, asociada por interacciones no
covalentes con cada subunidad del complejo trimérico de la glicoproteina gp4l
(Kowalski et al., 1987; Lu et al., 1995).

Gp120 consiste de cinco secciones de secuencias relativamente conservadas (C),
interrumpidas por cinco regiones altamente variables (V) (Wyatt and Sodroski, 1998).
La primeras cuatro regiones variables forman bucles de superficie expuestos que
contienen enlaces disulfuro en sus bases (Leonard et al.,, 1990). Las regiones
conservadas forman estructuras discontinuas importantes para la interaccién con el
ectodominio gp41 y con los receptores virales en la célula blanco (Kénig, 2002).

Por su parte, CD4 es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) que
se une al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) para potenciar la respuestas de
las células T (Konig, 2002). Es un receptor expresado en la superficie de linfocitos T,
monocitos, células dendriticas, entre otros; media las interacciones célula-célula del
sistema inmune y actda como el receptor principal del VIH-1. Consiste de una porcion
extracelular, un segmento transmembranal y una cola citoplasmatica (Maddon et al.,
1985). La porcion extracelular consiste de cuatro dominios parecidos a Ig (Harris et al.,
1990; Ryu et al., 1990; Wang et al., 1990), D1 a D4. Los dominios D1, D2 y D4
contienen un enlace disulfuro. El corte del enlace disulfuro de D2 es importante para la
fusién dependiente de CD4 (Matthias et al., 2002; Matthias and Hogg, 2003).

Se demostré que PDI de superficie celular esta fuertemente unido a CD4, puesto
que CD4 también tiene un sitio de union para PDI (Fenouillet et al., 2001; Gallina et al.,
2002). Cuando gpl120 del virus se une al CD4 de la célula huésped, se forma un
complejo: PDI-CD4-gp120. De hecho, gp120 puede potenciar la interaccion de PDI-
CD4 (Fenouillet et al., 2001).

La interaccion de PDI-CD4 no previene la union de CD4 a gp120 en la superficie
celular (Gallina et al., 2002), sugiriendo que el ectodominio de CD4 tiene sitios de unién
separados para las dos proteinas. Mientras gpl20 se une al dominio externo de CD4
(D1), PDI se une al dominio interno D3 (Matthias et al., 2002; Fig. 2). La proximidad de
estos sitios se debe a que los dominios de unién a péptidos de PDI no se traslapan con su
sitio activo (Guthapfel et al., 1996), que permanece libre para interactuar con gp120.
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Se reportd que gpl20 contiene 9 enlaces
disulfuro conservados, 3 de los cuales estan
situados cerca del dominio de union a CD4
(Leonard et al., 1990) y por lo tanto, en el
complejo PDI-CD4-gp120, PDI puede alcanzar y
reducir probablemente 2 de los 9 enlaces disulfuro
de gp120 (Kwong et al., 1998; Gallina et al.,
2002; Barbouche et al., 2003) pero no reduce los
enlaces disulfuro de CD4 (Gallina et al., 2002).

(e)

5.4.1.2 Union al Correceptor. Esta reduccion : D3
produce  cambios  conformacionales  que @) =
probablemente estabilizan la union de gpl20 a
CD4 (Sattentau et al., 1993; Hsu and Bonvin,
2004) y exponen la region V3 de gp120 para la |
subsecuente union al correceptor (Choe et al., J
1996; Deng et al., 1996), puesto que se sabe que ,T
la region V3 es el principal determinante de la Figura 2. Interaccion de PDI con CD4 y
especificidad al co-receptor (Speck et al.,, 1997).  n120. a) Actividad enzimética de PDI: b)
Subsecuentemente se forma un complejo proteico  Unién PDI-CD4; c) Interaccién PDI-gp120.
tetramolecular que incluye al correceptor de los g';fzg P?' fﬂgﬁ”zig gﬁjlnifr’]e”ae' g‘l'sm; 5'33;
linfocitos T, CXCR4 (Markovic et al., 2004), y N0 respectivamente. Modificado de: Ryser and
hay informacion respecto al correceptor de los  Flickiger, 2005.
macrofagos, CCR5.

Por otra parte, se han observado cambios redox en CD4, los cuales pueden ser
consecuencia de los intercambios de tioles/disulfuros que ocurren en el complejo CD4-
CXCR4-gp120 posterior a la reduccion de gp120 por PDI (Barbouche et al., 2003). Se
ha indicado que los cambios conformacionales son iniciados de 1 a 4 minutos posterior a
la unién del receptor y se completan a los 20 minutos (Jones et al., 1998).

5.4.1.3 Fusién de Membrana mediada por gp41. La unién de gp120 al correceptor
dispara cambios conformacionales en gp41 (Maerz et al., 2001; Billington et al., 2007),
permitiéndole al péptido de fusion de gp4l insertarse en la membrana de la célula
huésped (Fig. 3), mientras que rearreglos posteriores de gp4l y la liberacion de gp120,
posiblemente asistida por eventos proteoliticos y/o la accion de PDI/tiorredoxina, ponen
a las membranas celular y viral en contacto, permitiendo la fusion de membrana y por lo
tanto, la internalizacion del virus (Moore et al., 1990; Ryser and Flickiger, 2005).

5.4.2 Nuevos blancos debido a la participacion de PD en la entrada viral

El papel de PDI en la entrada del VIH-1 identifica tres nuevos blancos (Fig. 2)
que pueden ser explotados para prevenir la entrada viral, los cuales son procesos
esenciales para la infeccion y difieren de aquellos usados en desarrollo de farmacos
anteriores:

5.4.2.1 Actividad enzimética de PDI. El ataque del PDI de superficie de las células
blanco por inhibidores impermeables a membrana tiene aspectos terapéuticos
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Figura 3. Modo de accion de PDI en la entrada del VIH-1. a) PDI unido a CD4 hace contacto con gpl120 en la
region del sitio de unién de CD4-gp120. b) Los enlaces disulfuro de gpl20 se reducen provocando cambios
conformacionales que incrementan la interaccién de gp120 con el correceptor (Co-R) y con un pequefio bucle
conservado de gp41, lo que a su vez genera cambios conformacionales en gp41 que hacen que el péptido de fusion
(Fp) que se inserte en la membrana celular. ¢ y d) La distancia en la célula se disminuye y se fusionan las
membranas celular y viral. Modificado de: Ryser and Flickiger, 2005.

prometedores, y solo se encuentra limitado por otras funciones fisiologicas del PDI de
superficie (Ryser et al., 1994). Aquellos inhibidores de PDI impermeables a membrana
en investigacion incluyen bloqueadores de tioles tales, bloqueadores de tioles CXXC
adyacentes al sitio activo de PDI (Donoghue et al., 2000; Gallina et al., 2002) y
anticuerpos monoclonales anti-PDI (Ryser et al., 1994; Fenouillet et al., 2001; Markovic
et al., 2004). No obstante, la inhibicion de la actividad del PDI de superficie, no es una
opcion favorecida debido a que la enzima tiene otras funciones fisioldgicas en la
superficie celular (Ryser and Fliickiger, 2005). Aunque seria interesante aprender si el
paso de rearreglo de PDI en gpl20 podria proveer un nuevo blanco terapéutico
(Kornbluth, 2004).

5.4.2.2 Interaccion PDI-CD4. Este punto es muy prometedor puesto que los dos
diferentes sitios de union de CD4 por gpl120 y PDI estan lo suficientemente cerca para
que las dos proteinas se alcancen mutuamente. La prevencion de este contacto tiene el
potencial de prevenir la reduccién de los enlaces disulfuro de gp120 por PDI y sus
consecuencias conformacionales. El blogueo del sitio de PDI que se une a CD4 también
es una posibilidad, puesto que ese dominio es diferente del sitio activo de PDI. Una vez
identificado, puede ser bloqueado sin afectar las funciones fisiologicas del PDI de
superficie (Ferrari & Soling, 1999).

5.4.2.3 Enlaces disulfuro de gp120 que son sustratos para PDI. Se ha identificado
el sitio de gp120 que se une a CD4, el pocket Phe 43 (fenilalanina 43 de CD4) (Kwong
et al., 1998, 2000; Chen et al., 2005). Al parecer, este pocket posee un sitio de union
para los inhibidores de entrada (Madani et al., 2004), lo que abre la posibilidad de que el
pocket pueda ser el sitio de la interaccion de PDI-gp120.
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Ademas, se identificd la misma region de un sitio de unién a BMS 806, un inhibidor
de entrada que se une selectivamente a gp120 (Lin et al., 2003; Wang et al., 2003,
Madani et al., 2004). La presencia de 4 enlaces disulfuro en o cerca de ese sitio sugieren
gue la union con BMS 806 puede prevenir que PDI alcance y reduzca los sustratos
disulfuro de gp120. Si ese es el caso, BMS 806 antagonizaria PDI al competir por la
unién de un sitio localizado en el pocket Phe 43, el cual es rico en disulfuros. Esto
posicionaria al BMS 806 como el primer inhibidor de entrada que ataca los enlaces
disulfuro de gp120 y directamente previene una critica interaccion PDI-gp120 (Reeves
et al., 2002; Madani et al., 2004).

5.4.3 Inhibidores de PDI

Se demostrd la inhibicién de la entrada VIH-1 mediante agentes sulfidrilos
impermeables de membrana, que pueden bloquear la funcion redox de PDI (Ryser et al.,
1994), deteniendo la generacion de dos tioles libres en gpl20. Ademas, estos
antagonistas de PDI inhibieron la transmision de célula a célula de la infeccién del VIH
(Markovic et al., 2004). Estos agentes son Bacitracinay DTNB (Ryser et al., 1994).

5.4.3.1 Bacitracina. Es un antibiotico cuyo uso clinico mediante administracion
oral ha tenido un gran impacto debido a su habilidad de erradicar enterococos resistentes
a vancomicina del tracto gastrointestinal de pacientes (Chia et al., 1995). Se trata de un
antibidtico producido por una mezcla de polipéptidos ciclicos relacionados unos con los
otros y producidos por cepas de la variedad Tracy de la bacteria Bacillus subtilis aislado
en 1945 (Johnson et al., 1945). Su principal mecanismo de accidn, se cree que es
mediante la inhibicién de la sintesis de peptidoglicanos (Storm, 1974). Interfiere con la
desfosforilacion del C55-fosfato de isoprenil, una molécula que transporta los elementos
estructurales del peptidoglicano en la pared celular bacteriana (Stone and Strominger,
1971). Es un inhibidor oxidoreductor de PDI (Mandel et al., 1993), es decir, inhibe tanto
las funciones reductivas (Roth, 1981) como las oxidativas (Mizunaga et al., 1990) de
PDI, aunque su modo de accion aun no ha sido establecido.

5.4.3.2 DTNB. El acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) es un quimico
usado en para cuantificar la cantidad de grupos tioles (-SH) (Ellman, 1959). EI DTNB o
reactivo de Ellman, reacciona con el grupo sulfidrilo de la cadena lateral de la cisteina
para formar un enlace disulfuro (-SS-) entre la proteina y el residuo, acido
tionitrobenzoico (TNB). Esta modificacion generalmente es répida y selectiva (Tawfik,
2002). Como ya se mencion0, es un bloqueador de sulfidrilos impermeable a membrana,
inhibidor de PDI (Gallina et al., 2002). Sin embargo, el modo exacto de la interaccion
de la unién de DTNB aun esta por conocerse.

Debido a que existe mucho que se desconoce sobre el mecanismo de accion de
DTNB y Bacitracina, se pretende en este estudio analizar estos compuestos y determinar
si ademas de actuar en PDI celular, también actdan en el virus inhibiendo la infeccion.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Reactivos

DTNB y Bacitracina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich; los antirretrovirales,
Fuzeon (T-20), un IF, Amprenavir, un IP y 118-D-24, un Il en investigacion (Zhang et
al., 2003; Svarovskaia et al., 2004), fueron obtenidos de AIDS Research and Reference
Reagent Program, Division de AIDS, NIAID, NIH y el antirretroviral, UC781, un
ITRNN actualmente en investigacion (Patton et al., 2007), fue donado amablemente por
el Dr. Gadi Borkow. Todos estos compuestos fueron diluidos en medio RPMI 1640.

6.2 Cepas Virales

6.2.1 VIH-1 111B. Cepa de VIH-1 T-tropica (Popovic et al., 1984a,b; Ratner et al.,
1985) obtenida de AIDS Research and Reference Reagent Program, Division de AIDS,
NIAID, NIH. Se cultivd en medio RPMI con suero fetal bovino (10%).

6.2.2 VIH-1 Ba-L. Cepa de VIH-1 M-trépica (Gartner et al., 1986; Popovic et al.,
1988), obtenida de AIDS Research and Reference Reagent Program, Division de AIDS,
NIAID, NIH. Se propag6 en células mononucleares de sangre periférica en medio RPMI.

6.3 Cultivo Celular

6.3.1 HelLa/CD4-LTR-f-gal. Es una linea celular modificada de HelLa, la cual
proviene de un carcinoma epitelial cervical humano. Expresa el receptor CD4 y ademas
contiene una copia integrada del gen -galactosidasa que se encuentra bajo el control de
un LTR truncado del VIH-1 (Kimpton and Emerman, 1992). Las células HeLa/CD4-
LTR-B-gal, o células CD4, se cultivaron en 90% de medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) (Sigma) conteniendo 10% de suero fetal bovino y 4 pL/mL de
geneticina.

6.3.2 HL2/3. Es una linea celular modificada de Hela, fue generada por
cotransfeccion de diferentes plasmidos que le confieren a esta linea celular la produccién
de altos niveles de las proteinas de Gag, Env, Tat, Rev y Nef (Ciminale et al., 1990).
Las células HL2/3, o células Env, se cultivaron en 90% de medio DMEM conteniendo
10% de Suero Fetal Bovino (Sigma).

6.4 Ensayos de Citotoxicidad

Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal se afiadieron en una placa opaca de 96 pozos,
5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Se dejé pasar unas horas (aproximadamente
4 horas) para dejar que las células se pegaran al fondo del pozo en una monocapa. Se les
afiadié los compuestos DTNB y Bacitracina por separado en medio RMPI 1640, en
forma de dilucion 1:2 a partir de 60 mM de Bacitracinay 75 mM de DTNB. Las células,
junto con los compuestos se dejaron en reposo 24 horas a 37° C en una incubadora
himeda de 5% de CO..

Luego, se realizo la determinacion de la concentracion del compuesto que fuera
citotoxica a las células al 50% (Concentracion Citotoxica al 50%, CCs). Para esto, se
utilizé el kit comercial CellTiter® (Promega), en el que a las células se les afiadi6 un
volumen 1:1 del reactivo de este kit, el cual contiene la enzima luciferasa y su sustrato,
la luciferina. La reaccion de luminiscencia que lleva a cabo esta enzima, ademas de
requerir el sustrato, requiere ATP, por lo que, si los compuestos no tuvieran toxicidad
sobre las células, éstas liberarian ATP al medio, y asi se produciria la reaccion de
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luminiscencia. Esta es cuantificada en un luminémetro de placas (Veritas, Turner
BioSystems). Segun el protocolo, la lectura puede realizarse 10 minutos posteriores a la
adicion del reactivo. La luminiscencia detectada es expresada en Unidades Relativas de
Luz (URL), las cuales fueron convertidas en porcentaje (una vez que la bioluminiscencia
de fondo fue restada de las lecturas). Posteriormente, se procedié a graficar los
resultados, para lograr una curva dosis-respuesta, y determinar el CCsp, tomando en
cuenta controles sin compuesto.

6.5 Ensayos de Inhibicion

Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal se afiadieron en una placa opaca de 96 pozos,
5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Posterior a unas horas de incubacién, se les
afiadié los compuestos DTNB y Bacitracina por separado en medio RMPI 1640, en
forma de dilucion 1:2 a partir de 25 mM de Bacitracina y 40 mM de DTNB. Enseguida,
se afiadio a cada pozo VIH-1 IIIB y Ba-L, con una Multiplicidad de Infeccién de 1,
excepto en algunos pozos, para tomarlo como control. Las células, junto con el virus y
los compuestos, se dejaron en reposo 24 horas a 37° C en una incubadora himeda de 5%
de CO,. Luego, se realizé la determinacion de la concentracion del compuesto que fuera
inhibitoria a las células al 50% (Concentracidn Inhibitoria al 50%, ICsp). Para esto, se
utilizé el kit comercial Beta-glo™® (Promega), en el que a las células se les afiadi6 un
volumen 1:1 del reactivo de este kit, el cual contiene un sustrato de luciferina-
galactdsido. Este sustrato es usado por la enzima B-galactosidasa que posee la célula, y
forma luciferina y galactosa. La luciferina luego es usada en la reaccion de la luciferasa
para generar luminiscencia. Segun el protocolo, la lectura se realiz6 en 30 minutos.
Posterior a la lectura, se grafico y se determing el I1Cs.

6.6 Ensayos de Fusion basado en Células Fusogenicas

Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal y HL2/3 por separado se afiadieron en una
placa opaca de 96 pozos cada una, 5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Posterior
a unas horas de incubacion, se les afiadid por separado, los compuestos DTNB,
Bacitracina, y los antirretrovirales siguientes: el IF, Fuzeon (T-20) y el ITRNN, UC78L1.
Todos, en medio RMPI1 1640, en forma de dilucion 1:2 a partir de 30 mM de Bacitracina,
40 mM de DTNB, 22 uM de T-20 y 140 nM de UC781, a ambas placas. Se hicieron dos
estudios: en el primero, se dejaron en reposo 30 minutos a 37° C en una incubadora
himeda de 5% de CO; y enseguida se lavaron las células 3 veces con PBS para eliminar
la mayor cantidad de compuestos; y en el segundo estudio, se dejaron 24 horas a 37° C
en una incubadora humeda de 5% de CO, sin lavar. Posterior a esto, sobre la placa que
contenia las células HeLa/CD4-LTR-B-gal, se les agregd células HL2/3, 5 x 10* células
por pozo, en medio DMEM. Y de igual forma, a la placa con las células HL2/3, se les
agregd HelLa/CD4-LTR-B-gal, 5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Para ambas
placas, se tomaron en cuenta pozos controles, sin compuesto. Nuevamente, se dejaron en
reposo 24 horas a 37° C en una incubadora himeda de 5% de CO,. Luego, se realiz6 la
determinacion del 1Cs, mediante Beta-glo™®.

6.7 Ensayo de Actividad Residual
Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal se afiadieron en una placa opaca de 96 pozos
cada una, 5 x 10* células por pozo, en medio DMEM y se dejaron unas horas en
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incubacion. Por otra parte, se hizo una serie de diluciones 1:2 a partir de 22 mM de
DTNB y 12 mM de Bacitracina en medio RPMI. Enseguida, estos compuestos fueron
expuestos a I11B y Ba-L con una Multiplicidad de Infeccion de 1, por 5 minutos. Se
tomd en cuenta un control sin compuesto y otro sin virus. Enseguida, se centrifugaron
las muestras por 5 minutos a 1000 rpm, y se procedio a lavar. Esto se repitid tres veces.
Posteriormente, las muestras se afiadieron a las células HeLa y se dejaron en reposo 24
horas a 37° C en una incubadora humeda de 5% de CO,. Después de eso, se realizo la
lectura mediante Beta-glo™R. Se determind entonces si existia actividad una vez
realizado este procedimiento.

6.8 Ensayos por Adicion por Tiempos

Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal se afiadieron en una placa opaca de 96 pozos
cada una, 5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Posterior a unas horas de
incubacion, se afiadio a cada pozo VIH-1 I1IB con una Multiplicidad de Infeccion de 1,
excepto en algunos pozos, para tomarlo como control. Enseguida, se les afiadi6 por
separado, los compuestos DTNB (6 mM) Bacitracina (3.5 mM), T-20 (22 uM), UC781
(70 nM), 118-D-24 (120 uM) y Amprenavir (0.1 mM) en medio RMPI 1640, ademaés de
otro control, sin ningun compuesto. Esto se define como el tiempo 0. Enseguida, se
afladieron estos tres compuestos por separado cada determinado nimero de horas, es
decir, tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 18, 24, 32 y 48. Después de dejar en reposo 24 horas
a 37° C en una incubadora himeda de 5% de CO,, se realiz6 la lectura mediante Beta-
gloMR. Se determiné entonces si existia actividad en esos determinados tiempos.

6.9 Ensayos de Proteccion Celular en Tiempos

Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal se afiadieron en una placa opaca de 96 pozos
cada una, 5 x 10* células por pozo, en medio DMEM. Posterior a unas horas de
incubacion, se les afiadio por separado, los compuestos DTNB (12.6 mM) y Bacitracina
(5.3 mM) en medio RMPI 1640, ademas de otro control, sin ningin compuesto. Se dejo
incubando por 30 minutos y enseguida se lavaron las celulas 3 veces con PBS. Una hora
después, se afiadié VIH-1 I1IB con una Multiplicidad de Infeccion de 1, excepto en
algunos pozos, para tomarlo como otro control. Posteriormente, se afiadieron los
compuestos a las 3, 6, 10 y 24 horas. Después de dejar en reposo 24 horas a 37° C en
una incubadora hiimeda de 5% de CO,, se realiz6 la lectura mediante Beta-glo™~. Se
determind entonces si existia actividad realizando estos ensayos.

6.10 Analisis Estadistico

Los resultados se ingresaron en una base de datos, donde fueron analizados por el
Software estadistico SigmaPlot for Windows Version 10.0 (2006 Systat Software, Inc).
Todos los ensayos se repitieron 3 veces en diferentes tiempos. Se tomd en cuenta su
desviacion estandar al momento de graficar.
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7. RESULTADOS

7.1 Citotoxicidad de Bacitracinay DTNB

Primero, se determind si los compuestos Bacitracina y DTNB son toxicos en
células humanas. Para esto, se realizd un ensayo de citotoxicidad sobre ceélulas
HelLa/CD4-LTR-B-gal, una linea celular que proviene de un carcinoma epitelial cervical
humano. Se determind la Concentracion Citotoxica del compuesto al 50% (CCsp), la
cual fue 30.37 mM para Bacitracinay 19.77 mM para DTNB (Tabla I).

7.2 Inhibicién del VIH-1 por Bacitracinay DTNB

Para poder correlacionar los resultados de citotoxicidad con la potencial
actividad inhibitoria de estos compuestos, se determind la capacidad inhibitoria sobre el
VIH-1 de estos dos compuestos, mediante el ICsp, es decir, la Concentracion Inhibitoria
al 50%. Para Bacitracina, fue de 4.99 mM y para DTNB, fue 2.36 mM (Tabla ). A partir
de estos resultados, se puede determinar el Indice Terapéutico (IT= CCs/ICso) para
ambos compuestos. Entre méas arriba de 1 se encuentre este valor, mejor es la accién
inhibitoria del compuesto sin llegar a ser toxica.

Para Bacitracina, su IT= 30.37/4.99, fue de 6.09, lo cual indica que la
concentracion a la cual ejerce su accién inhibitoria sobre el VIH-1 por mucho sobrepasa
la concentracion citotoxica. En el caso de DTNB, su 1T=19.77/2.36, fue de 8.37, un
resultado satisfactorio, un poco mayor que el de Bacitracina.

TABLAI.
Valores de ICsp y CCsp de Bacitracinay DTNB*.
ICs0 (MM) IT
CCso (MM) HIV-1,m HIV-1go, (HIV-1,18 / HIV-15,1)
Bacitracina 30.37 4.99 > 30.37 6.09 / <1
DTNB 19.77 2.36 6.25 8.37 / 3.16

* CCs, Concentracion Citotoxica al 50%; ICs, Concentracion Inhibitoria al 50%; IT, indice Terapéutico.

7.3 Actividad Residual de Bacitracinay DTNB

Para determinar si los compuestos Bacitracina y DTNB tienen efecto inhibitorio
sobre el virus en si, se llevd a cabo un ensayo de actividad residual, donde los
compuestos sélo estuvieron en contacto con el virus. Y enseguida, se les expuso a las
células, para determinar su efecto.

Cuando estos dos compuestos fueron expuestos a la cepa I11B, los resultados
indicaron claramente, una curva dosis respuesta. En el caso de Bacitracina (Fig. 4), el
ICso fue de 1.45 mM, y en el caso de DTNB (Fig. 5), el ICsy fue de 2.66 mM. Al
comparar estos datos con los mostrados anteriormente (Tabla 1), la diferencia no es
mucha entre los I1Csp, l0 que indica que estos dos compuestos pueden inhibir la infeccion
del VIH-1 actuando de igual forma en la célula o en el virus en si.
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Figura 4. Actividad Residual de Bacitracina sobre I11B. Virus IlIB fueron expuestos a diluciones seriadas de
Bacitracina por 5minutos, centrifugadas, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se
realiz6 la lectura mediante luminiscencia. El I1C3, fue de 1.45 mM. Los datos representan la media + desviacion
estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.
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Figura 5. Actividad Residual de DTNB sobre 111B. Virus 111B fueron expuestos a diluciones seriadas de DTNB por 5
minutos, centrifugadas, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realizo la lectura
mediante luminiscencia. El 1C3, fue de 2.66 mM. Los datos representan la media + desviacién estandar de tres
experimentos separados, cada uno por duplicado.

7.4 Efecto de Bacitracinay DTNB sobre cepas M-tropicas

Como se muestra en la Tabla I, los efectos inhibitorios de Bacitracinay DTNB se
analizaron con una cepa de VIH-1 M-tropica, Ba-L, para determinar si el tropismo viral
influye en la actividad inhibitoria de estos compuestos. Tanto para Bacitracina como
para DTNB, el 1Cso no se pudo detectar a una concentracion que no fuera toxica para las
células (Tabla I). Comparandolos con los resultados de la cepa I1I1B, sélo Bacitracina
mostrd diferencia significativa (p<0.05).
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Ademas, puesto que ya se habia confirmado que ambos compuestos poseen
efecto inhibitorio sobre el virus 111B en si, se procedio a realizar los ensayos de actividad

residual sobre Ba-L.

Como se muestra en la Figura 6, Bacitracina tuvo un efecto casi nulo en la
inhibicion de Ba-L cuando se puso en contacto sélo con el virus. Al comparar estos
resultados con los de I1IB, se encontro diferencia significativa (p<0.05). En el caso de
DTNB, al exponerse a Ba-L, el 1Cso no se pudo detectar a una concentracién que no
fuera tdxica para las células (Fig. 7), y también se encontrd diferencia significativa
(p<0.05) entre los resultados de las cepas virales.
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Figura 6. Efecto de Bacitracina sobre Ba-L. Virus Ba-L fueron expuestos a diluciones seriadas de Bacitracina por 5
minutos, centrifugadas, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realizo la lectura
mediante luminiscencia. El 1Cs, fue mayor de 12 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres
experimentos separados, cada uno por duplicado.
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Figura 7. Efecto de DTNB sobre Ba-L. Virus Ba-L fueron expuestos a diluciones seriadas de DTNB por 5 minutos,
centrifugadas, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realiz6 la lectura mediante
luminiscencia. El 1Csq fue mayor de 22 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres

experimentos separados, cada uno por duplicado.



7.5 Ensayos de fusion basados en células fusogenicas

7.5.1 Efecto inhibitorio sobre las células CD4

Para simular la fusion de las membranas viral y celular que resulta en la
infeccion del VIH-1, se realiz6 un ensayo basado en células fusogénicas, utilizando las
lineas celulares de HeLa/CD4-LTR-B-gal, la cual expresa en la superficie membranal, el
receptor del VIH-1, CD4 y correceptores; y la linea celular HL2/3, la cual expresa altos
niveles de Gag, Tat, Rev y Nef, y en su superficie expresa Env, es decir, las
glicoproteinas gp120 y gp41.

Primero, se determind si en estas células fusogénicas, se podia inhibir el
simulacro de la fusién de estas dos celulas, mediante Bacitracina y DTNB. Los
resultados muestran que tanto Bacitracina (Fig. 8A) como DTNB (Fig. 9A) mostraron
una curva dosis-respuesta, y que ambos compuestos pueden actuar inhibiendo en alguna
parte del ciclo de la infeccion del VIH-1. Su ICs fue de 16.65 mM y 30.48 mM,
respectivamente. Estos datos fueron comparados con la actividad inhibitoria que
presentaron el control positivo T-20, un IF (Fig. 10A) y el control negativo UC781, un
ITRNN (Fig. 11A).

Ademas, se determind si estos compuestos actuaban solamente en la fase de
fusion de la infeccion del VIH-1. También, por medio de células fusogénicas, se
probaron estos mismos compuestos, pero dejandolos actuar sélo 30 minutos sobre las
celulas CD4. Los resultados muestran que tanto Bacitracina (Fig. 8B) como DTNB (Fig.
9B) actuaron en forma de dosis-respuesta, indicando que estos compuestos acttan en la
fase de fusion y que ejercen su efecto en la célula CD4. El 1Cs, fue 13.16 mM y 20.20
mM, respectivamente, y no hubo diferencia significativa al comparar estos 1Csg con los
anteriores. Estos resultados se compararon con aquellos que mostraron T-20 (Fig. 10B)
y UC781 (Fig. 11B), los cuales resultaron negativos.
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Figura 8. Efecto de Bacitracina sobre células CD4 en la inhibicion de la infeccion. A) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal
y HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de Bacitracina por 24 horas y después se realizd la lectura mediante
luminiscencia. El ICs, fue de 16.65 mM. B) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a diluciones seriadas de
Bacitracina por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HL2/3 por 24 horas y después se realizd la lectura mediante
luminiscencia. El 1Cs, fue de 13.16 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos
separados, cada uno por duplicado.
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Figura 9. Efecto de DTNB sobre células CD4 en la inhibicién de la infeccion. A) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal y
HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de DTNB por 24 horas y después se realizo la lectura mediante
luminiscencia. El ICs, fue de 30.48 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos
separados, cada uno por duplicado. B) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a diluciones seriadas de DTNB
por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HL2/3 por 24 horas y después se realizd la lectura mediante luminiscencia. El
ICs, fue de 20.20 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados, cada uno
por duplicado.
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Figura 10. Efecto de T-20 sobre células CD4 en la inhibicién de la infeccién. A) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal y
HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de T-20 por 24 horas y después se realizé la lectura mediante
luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control positivo. B) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron
expuestas a diluciones seriadas de T-20 por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HL2/3 por 24 horas y después se
realizé la lectura mediante luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control negativo. Los datos
representan la media + desviacién estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.
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Figura 11. Efecto de UC781 sobre células CD4 en la inhibicion de la infeccion. A) Células HeLa/CD4-LTR-B-gal y

HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de UC781 por 24 horas y después se realizé la lectura mediante

luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control negativo. B) Células HeLa/CD4-LTR-p-gal fueron

expuestas a diluciones seriadas de UC781 por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HL2/3 por 24 horas y después se

realiz6 la lectura mediante luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control negativo. Los datos
representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.

7.5.2 Efecto inhibitorio sobre las células Env

Teniendo los resultados anteriores, en seguida se procedidé a corroborar que los
compuestos, Bacitracina y DTNB, ademas de ejercer su efecto inhibitorio en la célula,
también tenian efecto en el virus en si. Se realizaron los ensayos ya mencionados con
células fusogénicas, pero ahora, las células que representan al virus, las HL2/3, o células
Env fueron expuestas a los compuestos, en vez de las CD4, como ocurrié en el ensayo
anterior.

Los resultados muestran que tanto Bacitracina (Fig. 12) como DTNB (Fig. 13),
de nuevo, mostraron una curva dosis-respuesta, sin embargo, sus ICsy variaron con
respecto a los ensayos anteriores. Para Bacitracina, el I1Cso fue de 23.73 mM (Fig. 12A),
un poco mas arriba que el 16.65 mM obtenido con las células CD4 (Fig. 8A), aunque no
significativamente; y para DTNB, el 1Csy fue de 9.67 mM (Fig. 13A), significativamente
diferente (p<0.05) que el ICso de 30.48 mM obtenido con las células CD4 (Fig. 9A).
Estos datos fueron comparados con T-20 (Fig. 14A), como control positivo y UC781
(Fig. 15A), como control negativo.

Enseguida, se determiné si estos compuestos actuaban solamente en la fase de
fusion de la infeccion del VIH-1. También, por medio de células fusogénicas, se
probaron estos mismos compuestos, pero dejandolos actuar s6lo 30 minutos sobre las
células Env. Los resultados muestran que tanto Bacitracina (Fig. 12) como DTNB (Fig.
13) actuaron en forma de dosis-respuesta, indicando que estos compuestos, ademas de
tener efecto sobre las células Env, actlan en la fase de fusion. El IC para Bacitracina fue
de 30.0 mM, aunque no alcanz6 al 50%, sino hasta el 30% (Fig. 12B),
significativamente diferente (p<0.05) del 1Csode 13.16 mM en las células CD4 (Fig. 8B).
Por otra parte, DTNB resulté en un ICsqode 37.49 mM en las células Env (Fig. 13B), sin
diferencia significativa del 1Cso de 20.20 mM de las células CD4 (Fig. 9B). Comparando
los ensayos normales y de fusion sobre células Env, no se mostrd diferencia significativa
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en los ICsy de Bacitracina, pero si en los de DTNB (p<0.05). Estos resultados se
compararon con aquellos que mostraron T-20 (Fig. 14B) como control positivo y UC781
(Fig. 15B) como control negativo.

100 +

80 1

60

40

% Inhibicion de la fusion

20 1

A 24hrs
7
7
7
e
7
7
A———¥
/
- ¥

o 5 1o 15 20 25

Concentracion de Bacitracina (mM)

35

% Inhibicién de la Ifusion

100 A

80

60

40

20

B 30min

0 5 10 15 20 25 30

Concentracién de Bacitracina (mM)

35

Figura 12. Efecto de Bacitracina sobre células Env en la inhibicion de la infeccion. A) Células HL2/3 y Hel. a/CD4-
LTR-pB-gal fueron expuestas a diluciones seriadas de Bacitracina por 24 horas y después se realiz6 la lectura mediante
luminiscencia. El 1Cs, fue de 23.73 mM. B) Células HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de Bacitracina por
30 minutos, lavadas, y expuestas a HelLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realizé la lectura mediante
luminiscencia. El IC5, fue de 30.0 mM. Los datos representan la media + desviacién estandar de tres experimentos
separados, cada uno por duplicado.
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Figura 13. Efecto de DTNB sobre células Env en la inhibicidn de la infeccion. A) Células HL2/3 y HeLa/CD4-LTR-
B-gal fueron expuestas a diluciones seriadas de DTNB por 24 horas y después se realiz6 la lectura mediante
luminiscencia. El ICs, fue de 9.67 mM. B) Células HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de DTNB por 30
minutos, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realizé la lectura mediante
luminiscencia. El 1Csq fue de 37.49 mM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos
separados, cada uno por duplicado.
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Figura 14. Efecto de T-20 sobre células Env en la inhibicion de la infeccion. A) Células HL2/3 y HeLa/CD4-LTR-B-
gal fueron expuestas a diluciones seriadas de T-20 por 24 horas y después se realizd la lectura mediante luminiscencia.
Este compuesto fue considerado como control positivo. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres
experimentos separados, cada uno por duplicado. B) Células HL2/3 fueron expuestas a diluciones seriadas de T-20
por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se realiz6 la lectura mediante
luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control positivo. Los datos representan la media + desviacion
estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.

w0{ A 24nhrs wo{ B 30min

80 | 1
& g ®
B B
2 2
‘7“: 60 | 2 60 A
3 3
?E S
o B o 4
2 4 2 40
£ £
® 0 PR

~ ~ < —_ —_—_ I == "I
0 T = E’ . —_ —a 0 I's
.

T T T T T T T T : : . : : T T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracién de UC781 (uM) Concentracion de UC781 (uM)

Figura 15. Efecto de UC781 sobre células Env en la inhibicion de la infeccién. A) Células HL2/3 y HeLa/CD4-LTR-
B-gal fueron expuestas a diluciones seriadas de UC781 por 24 horas y después se realizd la lectura mediante
luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control negativo. B) Células HL2/3 fueron expuestas a
diluciones seriadas de UC781 por 30 minutos, lavadas, y expuestas a HeLa/CD4-LTR-B-gal por 24 horas y después se
realizé la lectura mediante luminiscencia. Este compuesto fue considerado como control negativo. Los datos
representan la media + desviacidn estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.

7.6 Sitio de Intervencion de Bacitracinay DTNB

Para determinar el blanco antiviral de Bacitracina y DTNB, se realizé un ensayo
de adicién por tiempos usando un ensayo de un solo ciclo de infeccién. Este ensayo fue
usado para delimitar la fase del ciclo viral que es blogueada por estos dos compuestos.

Como controles, se usaron diferentes antirretrovirales que acttan en diferentes
fases del ciclo viral (Fig. 16), y se determind, mediante la disminucion de su efecto
inhibitorio, el tiempo de la fase viral en la cual acttan.
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La actividad de T-20, inhibidor de fusion, disminuyo después de 2 horas de
iniciado el ensayo (Fig. 16A), mientras que UC781, un ITRNN, mantuvo su actividad
hasta las 8 horas (Fig. 16B), 118-D-24, un inhibidor de integrasa, a las 18 horas (Fig.
16C) y Amprenavir, un inhibidor de proteasa, hasta las 15-18 horas (Fig. 16D).

En contraste, Bacitracina presento aun actividad a las 10 horas (Fig. 17), lo que
indica, al comparar con la Fig. 16, que Bacitracina posee actividad en el tiempo entre la
fase fusion y la fase de la retrotranscripcion (Fig. 16B).

Por otra parte, DTNB comenzé a disminuir su actividad a las 15 horas (Fig. 18),
indicando que ademas de inhibidor de fusion, este compuesto actla en el tiempo entre la
fase de fusién y la fase de la integracion del genoma (Fig. 16C); pero ademas también
volvié a tener efecto a las 24 horas, lo que podria indicar que pudiera tener efecto en la
actividad de la proteasa (Fig. 16D). Es interesante notar que de todas formas, DTNB
tuvo efecto en todo el ciclo replicativo del virus (Fig. 18).
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Figura 16. Tiempo de Intervencién de Antirretrovirales. Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a I1IB y
luego expuestas a diferentes antirretrovirales por tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 32 y 48 horas) y después se realizo la
lectura mediante luminiscencia. A) IF: T-20. B) ITRNN: UC781. C) Il: 118-D-24. D) IP: Amprenavir. Los datos
representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados, cada uno por duplicado.
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Figura 17. Tiempo de Intervencion de Bacitracina. Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a I1IB y luego
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uno por duplicado.
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Figura 18. Tiempo de Intervencion de DTNB. Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a IlIB y luego

expuestas a 6 mM de DTNB por tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 32 y 48 horas) y después se realizd la lectura mediante
luminiscencia. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados, cada uno por

duplicado.

7.7 Proteccion Celular de Bacitracinay DTNB
Como ya se menciond, Bacitracina y DTNB acttan en la célula CD4 blogueando

PDI, asi inhibiendo la infeccion con VIH-1. Con el fin de determinar por cuanto tiempo
dura esta proteccion de la célula, se realizd en ensayo de proteccién celular en tiempos.
Los resultados muestran que Bacitracina, al parecer, no protege mucho de la infeccion,
puesto que 1 hora después de que se puso la célula en contacto con el compuesto, la
infeccion era en un 70%, porcentaje que gradualmente fue subiendo hasta llegar al 100%
de infeccion a las 48 horas (Fig. 19).
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Por otra parte, DTNB mostré resultados muy diferentes. Después de 1 hora, el
porcentaje de infeccion fue practicamente nulo, y aumentd gradualmente, pero después
de 10 horas, este porcentaje no llegd al 50%, lo cual fue sorprendente (Fig. 20). Aun mas,
a las 48 horas, el porcentaje de infeccion se mostrd por debajo del 100%, indicando, que
aunque poco, DTNB auln seguia protegiendo a la célula de la infeccion a las 48 de entrar
en contacto con ella.
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Figura 19. Proteccion Celular de Bacitracina. Células HelLa/CD4-LTR-p-gal fueron expuestas a 5 mM de
Bacitracina por 30 minutos, lavadas, y expuestas a I11B en tiempos (1, 5, 7, 10, 24 y 48 horas) y después se realizo la
lectura mediante luminiscencia. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados,

cada uno por duplicado.
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Figura 20. Proteccion Celular de DTNB. Células HeLa/CD4-LTR-B-gal fueron expuestas a 12 mM de DTNB por 30
minutos, lavadas, y expuestas a I11B en tiempos (1, 5, 7, 10, 24 y 48 horas) y después se realizo la lectura mediante
luminiscencia. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres experimentos separados, cada uno por

duplicado.
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8. DISCUSION

Actualmente, existen 33.2 millones de personas infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) en el mundo (UNAIDS, 2007). Se considera que el
VIH/SIDA es un problema muy grave debido a la persistencia de resistencias asociadas
a los farmacos antirretrovirales actualmente usados (Sharma, 2000). La entrada del virus
en la célula blanco representa uno de los blancos mas atractivos en la blsqueda de
nuevos farmacos para tratar la infeccion de VIH-1. Varios agentes han sido descubiertos
por atacar las proteinas reguladoras que son esenciales para la replicacion del VIH-1, y
se consideran como un prospecto para la prevencion del SIDA.

Recientemente, se determiné el papel critico de la Proteina Disulfuro Isomerasa
(PDI) en la infeccidn del VIH-1 (Ryser et al., 1994; Fenouillet et al., 2001; Gallina et al.,
2002; Barbouche et al., 2003; Markovic et al., 2004). El ataque del PDI de superficie de
las células blanco por inhibidores impermeables a membrana tiene aspectos terapéuticos
prometedores, sin embargo, se encuentra limitado por otras funciones fisioldgicas del
PDI de superficie (Ryser et al., 1994). PDI es una proteina celular involucrada en el
procesamiento y maduracion de las proteinas secretoras en el reticulo endoplasmatico,
en la union a péptidos, adhesion celular y tal vez, actividades como chaperona (Ferrari &
Soling, 1999); la propiedad de PDI de unirse a diferentes péptidos es esencial a su
funcion dentro y fuera de la célula. Por lo tanto, la inhibicion de la actividad del PDI de
superficie, no es una opcion favorecida debido a que la enzima tiene otras funciones
fisiologicas en la superficie celular (Gallina et al., 2002; Ryser and Fliickiger, 2005), y
por ello, los agentes que se conocen como inhibidores de PDI, no es probable que sean
de uso terapéutico.

Sin embargo, aun hay mucho por conocer sobre el mecanismo de accion de estos
compuestos conocidos como inhibidores de PDI, y por ello se decidié llevar a cabo el
presente trabajo, para determinar si existen algunos otros mecanismos que aun no se
conozcan, en los cuales estos compuestos actien y que sean prometedores para su
potencial uso como agentes terapéuticos en la infeccion del VIH-1.

Aunqgue Bacitracina y DTNB ya habian sido analizados como posibles agentes
inhibidores de VIH-1 (Mandel et al., 1993; Ryser et al., 1994; Gallina et al., 2002), en
este trabajo se realizaron ensayos de inhibicion para corrobar los resultados con aquellos
ya publicados. Efectivamente, los resultados publicados, que indican que Bacitracina y
DTNB inhiben la infeccion VIH-1, especificamente la actividad de PDI, a 3 mM
(Mandel et al., 1993) y 1 mM (Ryser et al.,, 1994; Gallina et al., 2002), resultados
comparables con los aqui presentados (Tabla I).

Para determinar que un compuesto pueda tener capacidad inhibitoria pero sin ser
toxica, se realizan los ensayos de citotoxicidad (CCsp), los cuales son comparados con
los ensayos de inhibicion (ICsp). Si la concentracion del compuesto a la cual inhibe no
llega a ser toxica, y alin mas, si el 1Csy estd muy por debajo del CCsp, este compuesto
tiene mayor posibilidad de ser un potencial farmaco antirretroviral. Esta comparacion se
realiza mediante el Indice Terapéutico (IT=CCso/ICso). En los resultados aqui mostrados,
se determind que tanto Bacitracina y DTNB mostraron un IT satisfactorio (Tabla 1), y
estos resultados no son inesperados, tomando en cuenta que Bacitracina es un antibiotico
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de uso comun que ha estado en el mercado durante varias deécadas contra
microorganismos Gram positivos, gonococos Yy otros (Johnson et al., 1945).

Debido a que en la literatura no se ha reportado nada al respecto, se decidié en
este trabajo tambien analizar el efecto de estos dos compuestos, pero exponiéndolos
primordialmente al virus para determinar si Bacitracina y DTNB pueden inhibir la
infeccion actuando en el virus. Esto se realizd mediante ensayos de actividad residual,
donde los compuestos solo estuvieron en contacto con el virus y enseguida, se les
expuso a las células, para determinar su efecto (Yang et al., 2005). Sorprendentemente,
ambos compuestos mostraron efectos inhibitorios actuando sélo en el virus (Figs. 4 y 5),
sugiriendo que Bacitracina y DTNB podrian actuar directamente en la particula viral,
inactivandola. Ademas, ambos ICsp, fueron muy similares a aquellos mostrados en los
ensayos de inhibicion donde los compuestos se exponen tanto a las células CD4 como al
VIH-1 aqui presentados (Tabla I) y en resultados publicados (Mandel et al., 1993; Ryser
et al., 1994; Gallina et al., 2002).

Normalmente, en los estudios publicados, los ensayos de inhibicion se hicieron
en cepas T-tropicas, que se inclinan por el correceptor CCR5 (Mandel et al., 1993; Ryser
et al., 1994; Gallina et al., 2002). Por eso, una vez confirmado que ambos compuestos
poseen efecto inhibitorio sobre el virus I11B (una cepa T-trépica) en si, se determind su
efecto en una cepa de VIH-1 M-tropica (la cual presenta tropismo al correceptor
CXCR4), Ba-L, para determinar si el tropismo que presenta el virus influye en la
actividad inhibitoria de estos compuestos.

Los valores 1C50 de Bacitracina y DTNB requeridos para inhibir la infeccion de
la cepa IIIB fueron significativamente menores que los requeridos para inhibir la
infeccion de la cepa Ba-L (Tabla I; Figs. 4-7), lo que indica que las cepas T-trpicas
fueron mas facilmente inhibidas por Bacitracina y DTNB que las cepas M-tropicas. Lo
anterior puede sugerir que Bacitracina y DTNB dependen del tropismo viral para inhibir
eficientemente la infeccion del VIH-1 cuando solamente se exponen a la particula viral.
El principal determinante del tropismo en VIH-1 puede ser la causa de la dependencia de
estos dos compuestos. La tercera region variable del asa V3 del gp120 del VIH-1 es la
principal determinante en cual correceptor es utilizado (y por lo tanto del tropismo viral)
(Hwang et al., 1991), y por lo tanto, podria ser posible que tanto Bacitracina como
DTNB pudieran actuar especificamente en este sitio.

Puesto que el modo exacto de la interaccion de la unién de Bacitracina y DTNB
aun no ha sido establecido, se realizaron ensayos de fusion célula-célula, para
profundizar en el entendimiento del efecto que estos compuestos tienen sobre la
infeccion del VIH-1. Estos ensayos, que simulan la fusion de las membranas viral y
celular que resulta en la infeccion del VIH-1 (Yang et al., 2005), se realizaron mediante
células fusogénicas, utilizando las lineas celulares de HeLa/CD4-LTR-B-gal y HL2/3,
cuya co-cultivacion resulta en fusion celular eficiente dentro de 6-12 horas (Ciminale et
al., 1990). La proteina Tat de las células HL2/3, que normalmente se encuentra en el
VIH-1, es una transactivadora de la transcripcion y se une a la regién TAR (elementos
de respuesta de transactivacidn) que se encuentra en la region LTR (Berkhout et al.,
1990). Las células HeLa/CD4-LTR-B-gal poseen este LTR. Entonces, el Tat se une al

31



LTR, iniciando asi la transcripcion de los genes subsecuentes, que en esta linea celular
en particular, se trata de la enzima -galactosidasa.

El efecto de Bacitracina y DTNB fue analizado mediante estos ensayos de fusion
célula-celula. Como era de esperarse, tanto Bacitracina (Fig. 8) y DTNB (Fig. 9)
mostraron una curva dosis-respuesta respecto a su efecto sobre las células Env, tanto
después de 24 horas de reposo (Figs 8A y 9A), como sélo 30 minutos (Figs 8B y 9B),
puesto que se sabe que aproximadamente 30 minutos dura el proceso de cambios
conformacionales de gp120 posterior a la union a CD4 (Jones et al., 1998). No se mostrd
diferencia significativa entre los ICsq para los ensayos de 24 horas y 30 minutos, para
ambos compuestos. En general, estos resultados concuerdan con aquellos presentados
anteriormente donde también se determind por ensayos de fusion célula-célula, que
anticuerpos anti-PDI y dos inhibidores de PDI, alteraron la fusion de membranas
mediada por Env en el paso posterior a la union a CD4 (Fenouillet et al., 2001).

En estos ensayos de fusion célula-célula, T-20 (Inhibidor de Fusion) se usé como
control positivo de fusion, por ello, mostrd resultados positivos cuando estuvo en
contacto directo con las células Env (Figs. 10 y 14), y resultados negativos cuando se
puso en contacto directo con las células CD4 en fase de fusion (Fig. 10B). Como control
negativo de fusion, se us6 UC781 (ITRNN), que mostr6 resultados negativos en todos
los ensayos de fusion célula-célula (Figs. 11 y 15), puesto que las células Env no
producen Transcriptasa Reversa viral detectable (Ciminale et al., 1990), y UC781 actua
inhibiendo la actividad de la TR y no actla en la célula CD4 (Barnard et al., 1997).

Alternativamente, los compuestos fueron expuestos a las células Env. Los
resultados mostraron que tanto Bacitracina (Fig. 12A) y DTNB (Fig. 13A) de alguna
forma acttan también en las células Env, inhibiendo la fusion con las células CD4. Aln
mas, en los ensayos exclusivos de fusion, estos dos compuestos mostraron actividad
inhibitoria (Figs. 12B y 13B). No obstante, hubo marcadas diferencias en la 1Cs
requerido para cada compuesto. Por ejemplo, para Bacitracina, hubo diferencia
significativa del 1Cso requerido para el ensayo de fusion con las células CD4 (Fig. 8B)
con las células Env (la concentracion inhibitoria ni siquiera logro un 30% de inhibicion)
(Fig. 12B). Esto puede sugerir que Bacitracina, aunque también actla en el virus, actla
mejor en las células CD4 inhibiendo la infeccion. Ademas, parece actuar de igual forma
en fase de fusion y fases posteriores a la de fusion (puesto que no hubo diferencia
significativa en los resultados). Por su parte, DTNB, mostro actividad inhibitoria
actuando tanto sobre las células CD4 (Fig. 9A) como las células Env (Fig. 13A), aunque
hubo diferencia significativa (1Cso menor para las células Env), indicando que al parecer
DTNB actia mejor en la particula viral. Ademas, hubo diferencia significativa en los
ICso para las células Env en los ensayos de 24 horas con respecto a los de 30 minutos
(menor 1Csp para las 24 h), lo que sugiere que DTNB puede actuar mejor en fases
posteriores a la de fusion.

Por lo tanto, se puede concluir que tanto Bacitracina como DTNB (mas
Bacitracina), al parecer son ligeramente Inhibidores de Fusion, posiblemente, como
inhibidores de absorcién (interaccion de gp120 con CD4), o como inhibidores de fusion
virus-célula (interaccion de gp120 con el co-receptor) (De Clercq, 1998), sin embargo,
DTNB parecen actuar mucho mejor sobre las fases posteriores a fusion.

32



Las células Env expresan, ademas de gp120 y gp41 en su envoltura, Gag, Tat,
Rev y Nef virales (Ciminale et al., 1990). DTNB interactta con grupos sulfidrilo de
cisteinas para formar enlaces disulfuro (Ellman, 1959). Leonard et al. reporté que gp120
contiene 9 enlaces disulfuro conservados, tres de los cuales estan situados cerca del
dominio de union a CD4 (Leonard et al., 1990). El corte de cualquiera de estos enlaces
causa cambios conformacionales necesarios para la fusion viral. DTNB podria
interactuar con uno (o mas) de los tres grupos enlaces disulfuro situados en los dominios
de union a CD4 de gp120, y formar un enlace disulfuro entre DTNB y una cisteina de
gp120. Ademas el enlace disulfuro entre los residuos 296 y 331 forma el asa V3
(Leonard et al., 1990), lo que sugiere que DTNB pudiera actuar en el asa V3 de gp120.
Una vez que PDI reduzca los enlaces disulfuro de gp120, DTNB podria formar un
enlace disulfuro con una cisteina de gp120, particularmente, dentro del asa V3. Estos
resultados confirman los resultados anteriores de tropismo en este estudio que indican
gue DTNB pudiera actuar sobre el V3 (Tabla I; Figs. 4-7).

Estudios anteriores muestran que Bacitracina no tiene efecto directo en gp120
uniéndose al co-receptor CXCR4, lo que lleva a suponer que Bacitracina pudiera ser un
Inhibidor de absorcién (Barbouche et al., 2003). Por la forma en que DTNB actuo, es
mucho mas probable que su mecanismo de accion en el virus, sea en fases posteriores a
la de fusion, en especifico, sobre Tat, Rev, Nef y/o Gag, aunque no se descarta que
Bacitracina actuie en menor grado de esta forma.

La nucleocépside (NCp7), producto de Gag, contiene dos dedos de zinc. DTNB
podria formar enlaces cruzados intermoleculares entre los dedos de zinc de moléculas
adyacentes, como se ha observado por el compuesto 2,2’-ditiobisbenzamida (DIBA)
(Turpin et al., 1996; Rice et al., 1997; Tummino et al., 1997), y asi liberar particulas
virales no infecciosas. Por Gltimo, Tat es una proteina reguladora de la transcripcion de
la region promotora LTR y es esencial para la replicacion viral (Berkhout et al., 1989,
1990; Rubbert et al., 2006); existen estudios sobre aquellos inhibidores que acttan sobre
Tat (Hsu et al., 1991). Contiene una region rica en cisteinas altamente conservada, y
mutaciones individuales en 6 de las 7 cisteinas imposibilitan la funcion de Tat (Ruben et
al., 1989; Koken et al., 1994). Las cisteinas funcionan mediante la formacion de enlaces
disulfuro intramoleculares en moléculas monoméricas de Tat (Koken et al., 1994), y por
lo tanto DTNB podria interactuar con estos enlaces disulfuro en Tat. Aunque Bacitracina
podria 0 no actuar de la misma forma que se propone que actia DTNB, se requieren mas
estudios para corroborar o descartar esta supuesta interaccion de DTNB con gp120,
NCp7 y/o Tat.

Para determinar el blanco antiviral de Bacitracinay DTNB, se realizd un ensayo
de adicion por tiempos usando un ensayo de un solo ciclo de infeccion. Este ensayo fue
usado para delimitar la fase del ciclo viral que es bloqueada por estos dos compuestos
(Figs. 16-18). Como controles, se usaron diferentes antirretrovirales con diferentes
mecanismos de accion, para asi poder determinar en tiempos, el sitio en el cual actuan.

Los resultados aqui mostrados indican que la fase de fusion se lleva a cabo
aproximadamente dentro de 2 horas en el proceso de infeccion, como lo muestran los
resultados de IF T-20 (Fig. 16A), los cuales son similares a aquellos descritos en
reportes anteriores por otro inhibidor de fusion (Auwerx et al., 2004). La siguiente fase,
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la retrotranscripcion del ARN viral en ADN viral, es posible que se lleve a cabo entre las
2 horas y las 8 horas, como lo muestra aqui UC781, un ITRNN (Fig. 16B), cuyos
resultados son similares a aquellos presentados en otro trabajo a este ARV (Stevens et
al., 2003) y otros ITRAN (Witvrouw et al., 1997, 2000; Hombrouck et al., 2008). El
ADN viral luego es transportado al nucleo celular e integrado al genoma celular, y esta
fase al parecer se lleva a cabo entre las 8 y 15-18 horas, resultados mostrados por un
inhibidor de integrasa en fase investigacion, 118-D-24 (Fig. 16C) (Zhang et al., 2003;
Svarovskaia et al., 2004). Por ultimo, la fase de maduracion, en donde se lleva a cabo el
procesamiento de los poliproteinas virales mediante protedlisis, es una fase que segun
los resultados aqui mostrados por Amprenavir, un IP, se lleva a cabo entre las 18 y 24
horas (Fig. 16D), lo cual corresponde a resultados de otros IP reportados (Witvrouw et
al., 2000; Auwerx et al., 2004; Hombrouck et al., 2008).

Comparando estos resultados con los de Bacitracina, que presentd actividad
inhibitoria hasta las 10 horas (Fig. 17), se presenta la posibilidad de que este compuesto
actie no solo a nivel de fusion (2 horas), sino que también lo haga en la fase de la
retrotranscripcion (2-8 horas). Por su parte, DTNB present0 actividad hasta las 15 horas
(Fig. 18), indicando que posiblemente, ademas de actuar en fase de fusion vy
retrotranscripcion, también lo haga en la fase de integracion (8-18 horas), y lo que es
mas, actud de nuevo en fase de proteasa.

Una vez determinando el modo de accion en el virus de estos dos compuestos, se
buscd determinar si estos compuestos tenian algun efecto protector sobre las células
CD4, que, aun después de la ausencia de estos compuestos, la infeccion con el VIH-1
pudiera ser inhibida (Zussman et al.,, 2003). Los resultados fueron pobres para
Bacitracina (Fig. 19), pero para DTNB, a las 10 horas ain habia efecto significativo
(50% de la inhibicion de la infeccion) por parte de este compuesto (Fig. 20), y muy poco,
a las 48 horas. Esto quiere decir que DTNB puede unirse a la célula, muy
probablemente a PDI (Ryser et al., 1994; Gallina et al., 2002), y que esta unién es lo
suficientemente estrecha como para que su accion perdure 48 horas. Por su parte, al
parecer Bacitracina, no tiene esta unién tan estrecha con PDI.

En resumen, a pesar de que los compuestos Bacitracina y DTNB habian sido
descartados como agentes terapéuticos en la infeccion del VIH-1 por ser Inhibidores de
PDI, una proteina celular cuyas funciones fisioldgicas son muy importantes para la
célula (Ferrari & SOling, 1999); en el presente trabajo se determind que estos
compuestos también actlan en el virus en diferentes fases.

De forma ideal, un antirretroviral debe actuar directamente en el virus,
preferentemente, en los pasos de replicacion previo a la integracion de ADN proviral en
el genoma celular y ser efectivo a concentraciones no toxicas (Borkow et al., 1997).
Basado en los resultados aqui expuestos y los requerimientos antes mencionados,
Bacitracina y DTNB deberian ser estudiados mas a fondo para determinar su uso
potencial como agentes terapéuticos en la infeccion de VIH-1, especialmente debido a
sus propiedades virucidas. Una mejor comprension de sus mecanismos de inhibicion
puede contribuir al desarrollo de nuevos y mejorados agentes antivirales, los cuales
pueden ser mas eficientes y tener menor citotoxicidad.
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9. CONCLUSIONES

Bacitracina y DTNB acttan sobre el VIH-1 impidiendo la infeccion, y aun IT (a
concentraciones no toxicas) similar al exhibido cuando estos compuestos actuaron sobre
PDI celular.

El efecto de Bacitracina y DTNB sobre el virus al inhibir la infeccion es efectivo
en fases de fusién y posteriores a la de fusién (DTNB tuvo mayor efecto inhibitorio que
en fases post-fusion).

Bacitracina actla entre las fases de fusion y retrotranscripcion del ciclo viral, y
DTNB actla entre las fases de fusion, integracion del genoma viral y actividad de
proteasa.

La actividad inhibitoria del VIH-1 de Bacitracina y DTNB es dependiente del
tropismo viral, pero lo es en mayor grado para Bacitracina. Ambos compuestos tienen
mayor facilidad para inhibir las cepas T-tropicas que las M-tropicas.

Bacitracina no presenta minima proteccion celular a la infecciéon con VIH-1y
DTNB presenta alta proteccion celular que perdura hasta 48 horas.

En conclusidon, aungue estos dos agentes por ser inhibidores de PDI habian sido
descartados para su uso terapéutico por las importantes funciones fisiologicas de PDI en
la célula, en el presente trabajo se determind que también acttan en el virus, no sélo
como Inhibidores de Fusion, sino también como Inhibidores de las fases tardias en la
infeccion.
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