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1. RESUMEN.

Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata recubiertas con
polivinilpirrolidona (AgNPs-PVP) tienen actividad antiviral contra el VIH-1. Al
prevenir la interaccion de la gp120 del VIH-1 con el CD4 de la célula huésped, y por

consiguiente inhibir la fusion o entrada del virus.

En el presente estudio evaluamos la actividad virucida de las AQNPs-PVP , con
potencial para prevenir la transmision de la infeccion del VIH-1, utilizando un modelo
humano in vitro de cultivo cervical. Las AgNPs-PVP de 30-50 nm formuladas en un gel
Replens no espermicida a una dosis de 0.15 mg/mL, tienen la capacidad de prevenir la
transmision de la infeccion tanto del VVIH-1 libre de células, como de virus asociados a
células, el tiempo minimo necesario para inhibir la infeccion fué de un minuto de
exposicion a las AgNPs-PVP. El pretratamiento por 20 minutos de la biopsia demostro
un efecto protector hasta por 48 horas contra la transmision de la infeccion por VIH-1.
Es importante resaltar el hecho de que las AgNPs-PVP no fueron toxicas para las
biopsias aun después de 48 horas de exposicion.

Basados en la informacion anterior, podemos decir que las AgNPs-PVP son
candidatos potenciales para ser utilizados como microbicidas de aplicacion vaginal
topica para prevenir la transmision de la infeccion del VIH-1. Sin embargo se requieren
mas estudios tanto in vitro como in vivo para continuar con el desarrollo de esta linea

de investigacion.



ABSTRACT

Previous in vitro studies have demonstrated that polyvinylpyrrolidone-coated
silver nanoparticles (PVP-coated AgNPs) have antiviral activity against HIV-1 at non-
cytotoxic concentrations. These particles also showed broad spectrum virucidal activity
by preventing the interaction of HIV-1 gp120 and cellular CD4, thereby inhibiting
fusion or entry of the virus into the host cell. In the present study, we evaluated the
antiviral activity of PVP-coated AgNPs to prevent transmission of HIV-1 infection
using human cervical culture as an in vitro model that simulates in vivo conditions.

When formulated into a non-spermicidal gel (Replens) at a concentration of 0.15
mg/mL, PVP-coated AgNPs prevented the transmission of cell-associated HIV-1 and
cell-free HIV-1 isolates. Importantly, PVVP-coated AgNPs were not toxic to the explant,
despite cervical tissues were continuously exposed to 0.15 mg/mL of PVP-coated
AgNPs for 48 h. Only 1 min of PVP-coated AgNPs pretreatment to the explant was
required to prevent transmission of HIV-1. Pre-treatment of the cervical explant with
0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs for 20 min followed by extensive washing prevented
the transmission of HIV-1 in this model for 48 h.

A formulation of PVP-coated AgNPs homogenized in Replens gel acts rapidly to
inhibit HIV-1 transmission after 1 min and offers long-lasting protection of the cervical
tissue from infection for 48 h, with no evidence of cytotoxicity observed in the explants.
Based on this data, PVVP-coated AgNPs are a promising microbicidal candidate for use
in topical vaginal/cervical agents to prevent HIV-1 transmission, and further research is

warranted.



2. INTRODUCCION

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Gallo 1987;Gallo and Montagnier
2003;Montagnier 2010), fue descubierto e identificado como el agente causal de la
epidemia de SIDA por el equipo de Luc Montagnier en Francia en 1983 (Montagnier
2002a). El virion es esférico, dotado de una envoltura y con una capside proteica. Su
genoma en una cadena de ARN monocatenario que debe copiarse provisionalmente a
ADN para poder multiplicarse e integrarse en el genoma de la célula que infecta

(Montagnier 2002).

El proceso de conversion de ARN en ADN es una caracteristica principal de los
retrovirus y se lleva a cabo mediante acciones enzimaticas de transcriptasa inversa. Con
la demostracion de la existencia de la transcriptasa inversa, se inicio en la década de
1970 la busqueda de los retrovirus humanos, que permitio el aislamiento en 1980 del

virus de la leucemia de células T del adulto, HTLV-1 (Gallo 1987;Montagnier 2002).

El virus aislado por Luc Montagnier en 1984 en el Instituto Pasteur de Paris se
denomind como el virus de la linfadenopatia (LAV). Gallo denominé al virus como

Virus Linfotropico de las Células T humanas (HTLV III). Actualmente se le ha



denominado como Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH) (Gallo and Montagnier

2003;Montagnier 2010).

El VIH tiene un didmetro de aproximadamente 100 nanOémetros. En su parte
exterior tiene como "cubierta”, una membrana que originalmente pertenecia a la célula
de donde el virus emergid. En la cubierta se encuentra una proteina del virus, la gp41, o
"glicoproteina transmembranal”. Conectada a la gp41, se encuentra la gp120, la cual se
fusiona al receptor CD4 localizado en la superficie de los linfocitos T para penetrar en
ellos. El ndcleo tiene la "capside”, que esta compuesta por la proteina p24. Su genoma
posee una cadena de ARN monocatenario que se transcribe temporalmente a ADN para
multiplicarse e integrarse en el genoma de la célula CD4 hospedera. Los antigenos
proteicos de la envoltura exterior del virus se fusionan de forma especifica con proteinas
de la membrana de las células huésped, especialmente de los linfocitos CD4 (Hillis
2000;Joint United Nations Programme on HIV AIDS (UNAIDS) 2008;Wyatt et al.

1998).

Se ha estabilizado la epidemia de VIH a escala mundial, pero los niveles de
nuevas infecciones y de fallecimientos por SIDA contindan siendo elevados (Hillis
2000;Levy 2009). Se estima que en el afio 2008, vivian con VIH un promedio de 33

millones [30 millones—36 millones] de personas.

Las mujeres de todo el mundo se enfrentan al riesgo creciente de la infeccion por
el VIH. En 1992, se estimaba que el 25% de la poblacion infectada con el VIH eran
mujeres, mientras que en 1996 esta cifra llegd al 42%. De los 5 millones de personas que

en 2002 se agregaron a los infectados, mas del 95% reside en paises en desarrollo y casi



la mitad de las personas adultas que se sumaron a los infectados son mujeres (Joint

United Nations Programme on HIV AIDS (UNAIDS) 2008;Wyatt et al. 1998).

El principal modo de transmision de la infeccion del VIH-1 es por via sexual
siendo el cérvix el principal érgano afectado (Zussman et al. 2003), por lo que existe
un gran consenso de que las estrategias para prevenir la transmisiéon heterosexual del
VIH-1 deberan incluir métodos controlados por la mujer, tales como los microbicidas
topicos vaginales que tengan la capacidad de impedir la transmision de la infeccién a
través del tejido cérvico vaginal (Buckheit, Jr. et al. 2009). Estos son productos tépicos
de administracion vaginal o rectal que tienen la capacidad de reducir la transmision del
VIH y de otros microorganismos causantes de enfermedades de transmision sexual
(ETS), incluyendo virus, bacterias y parasitos (Borkow et al. 1997;McDonnell

2007;Pauwels et al. 1995;Zussman et al. 2003)



3. HIPOTESIS

Las AgNPs-PVP, actian como potentes virucidas capaces de proteger al tejido

cervical durante un tiempo prolongado contra la transmision de la infeccion del VIH-1.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las propiedades microbicidas de las AgNPs-PVP al aplicarlas
como agentes topicos vaginales contra la infeccién por VIH-1 en un modelo de cultivo

de tejido cervical humano in vitro que simula las condiciones de infeccion in vivo.



4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la toxicidad de las AgNPs-PVP en el tejido cervical, mediante la
técnica de luminiscencia (viabilidad celular) e histopatologia en biopsia (HE).

2. Determinar la inhibicion de la transmision de la infeccion del VIH-1 ( virus
libre de células y asociado a células ) por las AgNPs-PVP a través de un
modelo de biopsia cervical humano tratado tépicamente con AgNPs-PVP a
diferentes dosis, formulado con y sin gel Replens

3. Determinar el tiempo minimo necesario para que las AgNPs-PVP actlen en
el modelo de biopsia de cérvix para conferir proteccion contra el VIH-1.

4. Determinar el tiempo maximo de duracion de la proteccion por la aplicacion
topica del microbicida en el tejido cervical manteniendo la eficacia en la

inhibicion de la infeccion del VIH-1 en el modelo de biopsia de cérvix.



5. ANTECEDENTES

5.1. Historia del descubrimiento del virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH).

Los primeros casos diagnosticados de neumonia por Pneumocystis
jirovecii (antiguamente llamado P. carinii), y de sarcoma de Kaposi en la piel de jovenes
varones homosexuales radicados en la ciudad de San Francisco, Estados Unidos estan
reportados a partir de junio de 1981 (Gallo and Montagnier 1987); desde entonces a la
fecha, la sociedad ha recibido un tremendo impacto por esta enfermedad denominada
“Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida” o SIDA (Hillis 2000). Este impacto se
explica no s6lo en términos sociales, sino también cientificos y econdémicos por su
elevado costo en vidas, y por afectar a una poblacion joven, entre 20 y 49 afios, en el

rango de edad mas productiva para la sociedad (Montagnier 2010).

La aparicion y extension fulminante de esta infeccion, ha supuesto un grave
problema de Salud Publica, mientras que, por otra parte esta el sensacionalismo y la
marginacion social que van ligadas a algunas de las formas de transmision de esta

enfermedad infecciosa (Levy 2009).



Estas caracteristicas especiales han hecho que se desarrolle un enorme esfuerzo
cientifico para conocer, entender e intentar controlar esta infeccion. Posterior a los
primeros casos de pacientes con SIDA, se concluyo que el causante de la enfermedad
era un agente infeccioso virico pues se describieron casos de la enfermedad en personas
que recientemente habian recibido sangre o hemoderivados, en heroinOmanos que
compartian jeringuillas para inyectarse y entre las comparieras heterosexuales de estos
sin encontrarse otros factores de riesgo. Esto permitio que se emitieran normas
preventivas aun antes de poder aislar el agente infeccioso (Balin et al. 2008;Borkow et

al. 1997;McDonnell 2007;Spira et al. 2003;Taylor et al. 2005;Zussman et al. 2003)

El Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta publicd la primera
definicion de un caso de SIDA en el mes de Septiembre de 1982. En esta publicacién se
describieron las manifestaciones clinicas observadas: neumonia por Pneumocystis
jirovecii, sarcoma de Kaposi, linfoma cerebral primario y otras infecciones
oportunistas) en personas con disminucion de la inmunidad celular, sin otra causa

conocida de esta (Hillis 2000).

El equipo cientifico dirigido por Luc Montagnier en el Instituto Pasteur detecta
por primera vez, la actividad de la transcriptasa inversa en el medio de cultivo de un
tejido de un varon homosexual, lo que implicaba la presencia de un retrovirus al que
denominaron virus asociado a la linfadenopatia (LAV) en 1983 (Montagnier 2002).
Gallo y colaboradores trabajaron en el cultivo celular del patégeno causante del SIDA y
consiguieron lineas celulares con los receptores especificos para poder aislar el agente
denominado (HTLV-I1II), por su similitud con los virus HTLV 1 y Il. Posteriormente se

comprobé que HTLV-III y LAV eran el mismo virus por lo que una comision



internacional recomendo el nombre de Virus de la Inmunodeficiencia Humana, VIH
(Levy 1993). Posteriormente en 1986 se descubri6 el VIH tipo 2, un virus muy similar al
virus de la inmunodeficiencia de los simios (SIV) en el continente Africano (Peeters et

al. 2008).

Después de estos descubrimientos y con una experiencia clinica mas amplia, se
intentd estudiar mas a fondo la evolucion clinica de la infeccién viral, pues se
identificaron varios estadios clinicos de la enfermedad: el sindrome de linfadenopatia
cronica, el complejo relacionado con el SIDA y el SIDA (Andiman et al. 2009;Balin et
al. 2008;Borkow et al. 1997;Levy 2009;Lightfoot and Milburn 2009;McDonnell

2007;Uy et al. 2009;Wallace 2006;Zussman et al. 2003).

Las clasificaciones clinicas para los pacientes con SIDA surgieron como una
necesidad de agrupar a los enfermos con las mismas caracteristicas, con el propdsito de
mejorar el diagnostico y la terapéutica en condiciones uniformes y establecer un

pronostico para el individuo.

A mediados de los afios ochenta, la primera clasificacion de la enfermedad dos
de las clasificaciones mas conocidas y utilizadas fueron Utiles para aclara la gran
confusion entonces existente; en ese entonces se utilizaban conceptos dificiles de definir
tales como pre - SIDA. Esta primera clasificacion el Centro para el Control de
Enfermedades de Atlanta permitié uniformar criterios clinicos. Sin embargo, ésta no
permitia hacer pronésticos en casos individuales ver (tabla 1). Pronto se publicarian
nuevas formas de clasificacion clinica y pronostica del SIDA (Alcami et al. 1988;Als

and Stoffels 1989;Wintrebert and Certain 1990).



Tabla | Clasificacion de la infeccién por VIH (1986)

GRUPO I. Infeccion aguda

GRUPO Il. Infeccion asintomatica

GRUPO lll Linfadenopatia generalizada persistente
GRUPO IV. Otras enfermedades

Subgrupo A. Enfermedad constitucional

Subgrupo B. Enfermedad neurolégica

Subgrupo C. Enfermedades infecciosas secundarias
Subgrupo D. Tumores secundarios

Subgrupo E. Otros procesos

La clasificacion de Walter Reed es mas orientada al paciente en forma individual
y valora una serie de parametros clinicos, inmunoldgicos y de laboratorio, que son
faciles de recolectar por el personal medico. La evaluacion clinica de Walter Reed es
progresiva en sus diferentes estadios lo que permite establecer un valor pronostico de la

enfermedad (Tabla Il)

Tabla Il Clasificacion de Walter Reed (1986)

gg

Anticuerpos VIH

Linfadenopatia generalizada — — + + + + +
|Linfocitos T CD4 (mm?) | >400 || >400 || >400 || >400 | >400 || >400 | >400 |
|Hipersensibi|idad cutanea || N ” N ” N ” N || P ” C/P ” C/P |
Muguet - - - - — + +
Infeccién oportunista - - — — - — +

N: Respuesta cutdnea normal P: Anergia parcial C: Anergia completa
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El Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta presento otra clasificacion
de la enfermedad segun los grados de progresion, dividiendola en 4 grupos, desde la
primoinfeccion hasta el grupo de enfermedades asociadas a la inmunodeficiencia. Esta
fue revisada en 1987, afadiendo infecciones oportunistas. Posteriormente la
Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) propuso un nuevo modelo de estadios
clinicos basandose en la evolucion clinica de los pacientes, que se divide también en 4
grupos, y se basa en parametros inmunoldgicos. Esta Gltima clasificacion fue tomada de
la clasificacion del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta de 1993 (Tabla
I11), que con algunas particularidades es la mas utilizada en nuestro ambito médico
desde principios de 1994 (Aida 2009;Balin et al. 2008;Borkow et al.
1997;Dvaranauskaite et al. 2009;Ichikawa and Ito 1993;Levy 2009;Lightfoot and
Milburn 2009;McDonnell 2007;Shimada 1993;Wallace 2006;Zussman et al. 2003). En
los pacientes pediatricos, en los que se han observado casos desde 1982, se utiliza un
sistema de clasificacion distinta, pues la infeccion en ese rango de edades presenta

muchas peculiaridades (Levy 1993).
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Tabla Il Clasificacion vigente desde 1993, para adolescentes y adultos infectados con VIH

Clinica Cuenta de linfocitos CD4
50 | omo s | <ios |
Al A2 A3

A) Asintomatico o autodelimitado*

B) Sintomas**no Ani C Bl B2 B3

C) Determinantes de SIDA*** C1 Cc2 C3

* Es decir: Infeccion primaria del VIH (parecido a mononucleosis); Linfadenopatia persistente (ganglios
de =1cm de diametro, en =2 sitios por =3 meses)

**  Ejemplos: Angiomatosis basilar, Candidiasis vulvovaginal (>1 mes poca respuesta al tratamiento),
Displasia cervical grave o carcinoma in situ, Candidiasis orofaringea, Fiebre (38.5°C) o Diarrea >1
mes

***  Candidiasis (es6fago, traquea, bronquios); Coccidioidomicosis extrapulmonar; Criptosporidiosis
intestinal (>1 mes); Cancer cervical invasor; Encefalopatia por VIH; CMV en retina u otro lugar fuera
de higado, bazo o ganglios; Herpes simple neumonia o Ulcera mucocutanea >1mes; Histoplasmaosis
diseminada, extrapulmonar; Isosporidiasis >1 mes; Sarcoma de Kaposi; Linfoma de Burkitt ; M.
avium o M. kansassi extrapulmonar; Neumonia por Pneumocystis carinii; Leucoencefalopatia
multifocal progresiva; Bacteremia por Salmonella recurrente; Toxoplasmosis cerebral; Sindrome de
emaciacion.

5.2. La epidemiologia
5.2.1 La transmision del VIH-1

En la década de los afios ochentas con el descubrimiento del VIH-1, la
comunidad cientifica enfoco sus esfuerzos para conocer los mecanismos de transmision

del VIH-1 (Gouws et al. 2008).

Las células blanco de la infeccion por el VIH-1 son los linfocitos que expresan el
receptor CD4 y células macréfago-linfocitarias, las cuales se encuentran en la sangre y
sus hemoderivados también se localizan en los siguientes tejidos y secreciones: semen,
secreciones vaginales, liquido cefalorraquideo, leche materna de madres seropositivas,

lagrimas y saliva de pacientes infectados.

12



Las vias de transmision del VIH son tres: contacto sexual, la via parenteral
(transfusion de sangre o hemoderivados e inyeccion intravenosa de drogas con jeringas
contaminadas) y lactancia materna al recién nacido por una madre seropositiva.(Hillis
2000),(Levy 1993),(2005;Balin et al. 2008;Borkow et al. 1997;Ciminale et al.
1990;Gallo 2006;Husstedt et al. 2009;Kawamura et al. 1993;Levy 2009;Lightfoot and

Milburn 2009;Masuda 2007;McDonnell 2007;Wallace 2006;Zussman et al. 2003)

A. La transmisién heterosexual, es el mecanismo de transmision mas frecuente en
paises africanos.

B. EIl contagio de los trabajadores de la salud, posterior a una exposicién directa en
mucosas, por medio de la sangre o fluidos de muestras de pacientes infectados.
La posibilidad de infeccion tras exposicion parenteral es inferior al 1%.(Hillis
2000) (Gouws et al. 2008;Levy 2009;Walker et al. 2003)

C. Transmision por medio de relaciones homosexuales o bisexuales

D. La via parenteral por los usuarios de drogas intravenosas con agujas infectadas
que se comparten, es la forma de transmisién mas comun en los paises altamente
industrializados

E. La via parenteral por medio de la transfusion de sangre y productos
hemoderivados. Para evitar la transmision por medio de esta via se desarrollé un
estudio seroldgico muy sensible y especifico, el ensayo inmunoenzimatico, para
identificar muestras de pacientes seropositivos, posteriormente se instituyo
como obligatorio en todos los bancos de sangre del pais que todas las unidades
de sangre para transfusion se analizaran previamente en busca de los anticuerpos

contra el VIH-1, las sangres de pacientes seropositivos son descartadas, aunque
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desafortunadamente el ensayo inmunoenzimatico puede reportar ocasionalmente
falsos negativos cuando el paciente es analizado en un periodo ventana clinico
entre la infeccion y la seroconversion , en este periodo de ventana los anticuerpos
contra el VIH-1 aun son indetectables, dando falsos negativos.

F. EIl contagio perinatal. Esta via de transmision es mas frecuente en paises en vias
de desarrollo. El contagio via hematdgena por el cordon umbilical o por
secreciones genitales en el canal del parto al momento del parto son los

mecanismos de contagio mas probables.

5.2.2. Patrones epidemioldgicos de la pandemia del VIH.

Se pueden describir tres patrones epidemiologicos en la diseminacion de la

infeccion y son los siguientes:
I. Latrasmision de la infeccidn por la via sexual.
Il. Latransmision vertical de (madre —hijo).
I1l. La transmisién sanguinea
(Balin et al. 2008;Borkow et al. 1997;Gouws et al. 2008;Husstedt et al.
2009;Kawamura et al. 1993;Lemey et al. 2004;Levy 2009;Lightfoot and Milburn
2009;Masuda 2007;McDonnell 2007;Wallace 2006;Zussman et al. 2003).

El primer caso demostrado de infeccién por VIH en humanos se descubrié en
un hombre residente de Kinshasa, Republica Democratica del Congo al analizar una
muestra de sangre crioconservada desde 1959, probablemente el VIH-1 comenzé a
diseminarse en esa zona a principios de la década de los afios 50 (Worobey et al. 2008).

En la transmision de la infeccién por la via sexual o tipo I, la prevalencia de la

infeccion del VIH, no llega al 1%, con predominio de los varones con una relaciéon 10/1
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en relacion a las mujeres. La conducta sexual de mas riesgo se encuentra en la
homosexualidad y bisexualidad. En cambio la transmision del tipo 1l y Il es poco
importante estadisticamente con respecto al total de casos de pacientes infectados (Joint
United Nations Programme on HIV AIDS (UNAIDS) 2008).

En el continente Africano, donde la forma de transmision del virus maés
importante es debido las relaciones heterosexuales, con una mayor prevalecia de la
enfermedad (4 a 15%), la proporcion de afectacion es similar entre hombre y mujeres
dando como resultado un incremento en la transmision vertical (madre-hijo) al haber
mas mujeres infectadas y por la carencia del medicamento preventivo antes del parto. Lo
anterior nos da como resultado el patron tipo Il de la transmision, y se comienza a
observar en ciertos paises Latinoamericanos, principalmente en las islas del Caribe
(Borkow et al. 1997;Gouws et al. 2008;Lemey et al. 2004;McDonnell 2007;Yerly et al.
2009;Zussman et al. 2003).

El patron tipo Il es el patron de infeccion mas frecuente en los paises
desarrollados debido al uso de drogas intravenosas, en México la prevalencia de la
infeccion debido a este patron es aln escasa.

El VIH tipo 2 se propaga con conductas de riesgo similares al tipo 1, y el cuadro
clinico es similar, aunque menos virulento (Walker et al. 2003)

5.2.3. Situacion actual de la epidemia mundial del VIH.

El nimero total de personas que viven con el VIH-1 contintda en aumento debido
al nimero incesante de nuevas infecciones contraidas cada afio y debido a la mayor
disponibilidad de terapia antirretrovirica que permite que los enfermos de SIDA vivan
mas afios y con mejor calidad de vida, aumentando el nimero de personas que viven con

esta infeccion y por lo tanto las probabilidades de contagio.
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Africa subsahariana actualmente continua siendo la region mas afectada por el
VIH, ya que en 2007 tenia el le 67% de las personas infectadas y el 72% de los
fallecimientos (Walker et al. 2003)

Se estima que en 2009 alrededor de 33,4 millones [31,1 millones—35,8 millones]
de personas vivan con el VIH, y se reportaron unos 2,7 millones [2,4 millones-3,0
millones] de nuevas infecciones asi como 2 millones [1,7 millones—2,4 millones] de

defunciones.

Personas viviendo con VIH por regién, como porcentaje
del total mundial, 2009

33.4 millones de personas viviendo con VIH

SurfSureste Asia - 11%
América Latina . 6%
Europa Oriental y Asia Central . 4,5%
América del Norte . 4.2%
Este de Asia I 2.5%
Eurepa Central y Occicherital I 2.5%
Orente Medio y Norte de Africa Io.g%
Caribe I 0.7%
Oceania  0.2%

Fuente: UNAIDS. AIDS epidemic update 2009, Geneva: UNAIDS, 2009,

Figura 1. Vision Global de la infeccion por el VIH 2009. (Flynn and Kort 2009)

La tasa de nuevas infecciones por el VIH-1 ha disminuido en varios paises,
aunque, a nivel mundial, estas tendencias favorables se ven contrarrestadas, en parte, por
el incremento de las nuevas infecciones en otros paises.

En Africa subsahariana, la mayoria de las epidemias nacionales se han

estabilizado o han empezado a declinar. Sin embargo, las Ultimas informaciones
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procedentes de Kenia sugieren que, en 2007, la prevalencia del VIH oscil6 entre el 7,1%
y el 8,5%, en comparacion con el 6,7% estimado en 2003. Fuera de Africa, las
infecciones contindan al alza en diversos paises (Andiman et al. 2009).

En 14 de 17 paises africanos, el porcentaje de mujeres jovenes (15-24 afios)
embarazadas que viven con el VIH ha disminuido desde 2000-2001. En siete paises, el
descenso en el nimero de infecciones ha igualado o superado la reduccion objetivo del
25% establecida para 2010. En jovenes africanos, la prevalencia del VIH tiende a ser
notablemente mas alta entre las mujeres que entre los hombres (Buchacz et al. 2008).

Aunque a nivel mundial, el porcentaje de mujeres que viven con el VIH ha
permanecido estable desde hace varios afios. El porcentaje de infecciones en mujeres

esta aumentando en diferentes paises (Figura 3) (Walker et al. 2003).

Porcentaje de mujeres adultas (15 afios © mas) que viven con el VIH,
1990-2007"

_ .0 =B= jfrica
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n
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3 50 —
5 .‘__...--.'-" . A s A o e MUNDIAL
= ._.—._...—."'-‘. _ X Ao _J_——’_F'_—L‘_._L
Q . ey A Al '
o 40 \W_'_,,,_r---"""‘"""-'-"r == Caribe
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Figura 2. Porcentaje de mujeres adultas que viven con el virus VIH de 1990 a

2007. (Buchbinder 2009; Tapper 1998)
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5.3. Historia natural del VIH/SIDA

5.3.1. Infeccidn primaria y la evolucion de la infeccion del VIH.

Posterior al contagio o infeccion primaria, no hay evidencia clinica de la
enfermedad lo cual puede ser por un tiempo variable. Aunque se ha demostrado en
forma cuantitativa que el VIH prolifera continuamente. Por lo tanto, aunque el periodo
clinico es de aparente latencia, el virus se multiplica continuamente. Clinicamente se
pueden distinguir las siguientes fases clinicas de la enfermedad:

1) La fase aguda, con Gnicamente semanas de evolucion

2) La fase cronica, de varios afios de duracion clinica.

3) La fase final, clinicamente corresponde con el complejo relacionado a SIDA.

La fase aguda es por lo general asintomatica y eventualmente cursa con el
sindrome mononucledsico (SMN) hasta un 10 - 30% de las ocasiones. Después de dos
semanas aparece circulando el antigeno p24. Se caracteriza por una replicacién viral
acelerada y una inmunodepresién, lo que puede favorecer las infecciones oportunistas,
como candidiasis 0 CMV en una forma transitoria. En el primer y tercer mes después de
la infeccion aparecen anticuerpos anti-VIH circulantes y la respuesta inmune especifica
contra la infeccion, recuperando consecuentemente el numero de linfocitos CD4 y
disminuyendo la replicacion viral debido a esta respuesta inmune. Los anticuerpos
especificos contra la membrana viral (Env) se encuentran presentes en la gran mayoria
de los pacientes. Ademas los anticuerpos contra las proteinas del core (GAG), se pueden
detectar aunque con menos frecuencia  (Buchacz et al. 2008;Gouws et al.

2008;Mcclelland et al. 2001a).
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La fase cronica clinicamente cursa con linfocitos CD4 circulantes infectados en
menor cantidad siendo aproximadamente 1 por cada 10000 linfocitos, Unicamente el
10% de los pacientes infectados presentan una produccion viral activa. En esta fase
clinica, los érganos linfoides presentan una carga viral de entre diez a cien veces mayor
comparada con la carga viral circulante del paciente. Los pacientes en la fase cronica
de la enfermedad infecciosa no presentan sintomas clinicos, y algunos cursan con
adenopatias, plaquetopenia y minimos trastornos neurolégicos. EI 30 a 70% de los
pacientes progresan a la siguiente fase en aproximadamente 8 afos.

Los sintomas clinicos predictivos de progresion al SIDA, son la aparicion del
muguet, la leucoplasia vellosa oral (LVO), o cualquier sintoma de los incluidos en el
grupo E de la clasificacion del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta
(Tabla 1) y puede diagnosticarse contabilizando el nimero total de linfocitos CD4 vy la
relacion CD4/CD8 como marcadores celulares, la neutropenia y la microglobulina B2
como marcadores seroldgicos de progresion (Tabla I11).

En la fase final y progresion al SIDA, se puede observar clinicamente que los
pacientes presentan infecciones oportunistas, neoplasias o el sindrome consuntivo,
también llamado de desgaste fisico, ademas en las pruebas de laboratorio se detecta el
incremento en la actividad replicativa del virus junto a una caida drastica del recuento
por citometria de flujo de los linfocitos CD4 (Tabla Ill). En esta fase clinica final es
factible que se detecte el antigeno virico circulante y la ausencia de este antigeno virico
con el deterioro progresivo revela la destruccion masiva de linfocitos CD4 que son

utilizados por el VIH para la replicacién viral acelerada (Lightfoot and Milburn 2009)
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La Clasificacion del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta

En esta clasificacion, la parte fundamental se basa en el conteo de los linfocitos
CD4. Las categorias son excluyentes y el enfermo debe clasificarse en la mas
avanzada de las clasificaciones (Alcami et al. 1988;Als and Stoffels 1989;Wintrebert
and Certain 1990).

Categorias segun la cifra de linfocitos CD4 con respecto a los linfocitos totales:

o La categoria 1: Mas de 500 linfocitos CD4 por microlitro (> 28%) dentro de
esta se encuentran las categorias clinicas: Al, B1y C1

o La categoria 2: Entre 499 y 200 linfocitos CD4 por microlitro (28-14%) dentro
de esta categoria incluimos las categorias clinicas: A2, B2y C2

o La categoria 3: Menos de 199 linfocitos CD4 por microlitro (< 14%) dentro de
esta categoria se encuentran las categorias clinicas: A3, B3y C3

La categoria clinica A del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta
estd incluida en los pacientes con infeccion primaria y se refiere a los pacientes
seropositivos asintomaticos con o sin linfadenopatia generalizada persistente.

La categoria clinica B del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta
incluye a los pacientes seropositivos que presentan sintomas de enfermedades
relacionadas con el VIH pero que no entran en la categoria clinica C.

La categoria clinica C incluye a todos los pacientes que han presentado alguno
de los sintomas incluidos en la definicion de SIDA de 1987 y se presenta cuando el
paciente seropositivo tiene una infeccion asociada o secundaria al VIH bien

demostrada y no existen otras causas de inmunodeficiencia que pueda explicarla.
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Los pacientes que se incluyen dentro de las categorias C1, C2, C3, A3y B3 son
considerados todos afectados con SIDA.

(2005;Lightfoot and Milburn 2009).
Las enfermedades relacionadas al SIDA son:

1) candidiasis de boca, esofago, pulmon o traquea 2) Angiomatosis bacilar  3)
criptococosis  de localizacion extrapulmonar, 4) criptosporidiasis con diarrea de mas
de un mes de evolucion, 5) Listeriosis, 6) citomegalovirus sistémico, 7) isosporidiasis
acompariado con diarrea de méas de un mes de evolucion 8) herpes simplex con ulcera
cronica 9) sarcoma de Kaposi en piel 10) linfoma cerebral primario, 11) neumonia
intersticial linfoide de varios afios de evolucidn 12) toxoplasmosis localizado en cerebro,
13) neumonia por Pneumocystis jirovecii (antiguamente llamado P. carinii), 13)
micobacterias atipicas con afeccion sistémica, 14) leucoencefalopatia multifocal
progresiva, 15) infecciones bacterianas multiples de forma crénica y recurrentes, 16)
coccidiomicosis sistémica, 17) demencia asociada a VIH-1, 18) histoplasmosis sistémica
diseminada, 19) linfoma no Hodgkin de células B, 20) Tuberculosis sistémica
diseminada, 21) septicemia recurrente por la salmonella no tiphy, 22) sindrome de

desgaste, 23) carcinoma invasivo del cuello de cérvix.

Cuando un paciente seropositivo tiene sus linfocitos CD4 < 200/mm?® y ademés
“presenta una enfermedad asociada al SIDA, se puede considerar que ya entro en la fase
denominada Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Buchacz et al. 2008;Lightfoot

and Milburn 2009).
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5.3.2. Pronéstico del SIDA

Antes del descubrimiento de la Zidovudina, el primer antirretroviral utilizado en
pacientes con SIDA, y antes de la profilaxis terapéutica con antibiéticoterapia especifica
contra las infecciones oportunistas, las estadisticas reportaban una supervivencia media
de 12.5 meses, esta media de supervivencia aumento posteriormente a mas de 21 meses
en el grupo tratado con el nuevo farmaco, la Zidovudina o AZT, el primer antirretroviral
aprobado por la Administracién de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos

para los pacientes seropositivos.

Otra investigacion clinica demostro un aumento de la supervivencia los pacientes
del 73% en hasta 44 semanas a partir de la enfermedad por un estudio de supervivencia
con 4800 pacientes diagnosticados con SIDA y que recibian tratamiento de monoterapia

con Zidovudina (De 2007;Lightfoot and Milburn 2009).

5.4 El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

5.4.1 La estructura del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un miembro de la familia
Retroviridae (retrovirus), clasificado dentro de la subfamilia de los Lentiviridae
(lentivirus), los cuales comparten algunas propiedades comunes: como el periodo de
incubacion prolongado antes de la aparicion de los sintomas de la enfermedad, infeccion
de las células linfociticas de la sangre y del sistema nervioso cursando con supresién del

sistema inmunitario (Yao et al. 2008). La caracteristica peculiar que distingue a los
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retrovirus de otros virus y que permite su clasificacion es la necesidad del retrovirus de
transformar su informacidn genética, que esta en forma de ARN, en ADN (proceso de
transcripcion inversa) mediante una enzima conocida como transcriptasa inversa. La
infeccion humana por el virus VIH produce una compleja enfermedad denominada
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que en el paciente infectado puede
tardar mas de diez afios en desarrollarse. El descubrimiento de la relacion entre la
enfermedad del sindrome de inmunodeficiencia adquirida y la infeccion por VIH se
atribuye al grupo dirigido por Luc Montagnier del instituto Pasteur de Paris. Otros
investigadores estuvieron implicados en el descubrimiento, como el equipo de Robert
Gallo, o el equipo de Jay Levy de la Universidad de California en San Francisco

(Montagnier 2002)

El VIH tipo 1 es una particula esférica de 80 a 110 nanémetros de didmetro, con
una estructura en tres capas: en la mas interna se encuentra el mensaje genético
codificado en una secuencia monocatenaria de ARN y las enzimas virales; la capa
intermedia es una capside proteica de forma icosahédrica y la capa mas externa del virus
0 envoltura es una membrana que expresa glicoproteinas virales y los antigenos de
histocompatibilidad tipo I y Il de la célula huésped. La estructura genética del virus ha
sido ampliamente estudiada (Borkow et al. 1997;Gouws et al. 2008;Kawamura et al.
1993;Lemey et al. 2004;Masuda 2007;McDonnell 2007;Shimada 1993;Yerly et al.

2009;Zussman et al. 2003).

Ambos extremos del genoma del VIH contienen las secuencias LTR, secuencias

repetitivas de nucleotidos, son secuencias promotoras y potenciadoras que contienen las

23



sefiales que gobiernan la transcripcion y la terminacion de esta (Dar et al. 2009;Forster

et al. 2000).

Los genes estructurales son 3: Gag, Pol y Env. El gen gag es traducido a una

proteina precursora del core, la p55, que posteriormente se asocia a dos copias del ARN

viral, para presentar una region afin a otras proteinas virales, celulares y a membranas

celulares durante la gemacion, liberdndose nuevas particulas viricas desde la célula

infectada, Una proteasa, producto del gen pol corta durante la maduracién del virién la

p55 en cuatro proteinas que se incorporan a sus lugares respectivos:

La proteina p24 forma parte de la capside del virus.

La proteina pl7 es parte de la matriz del virién, se localiza por debajo de la
envoltura viral, la funcidn de esta proteina es estabilizar la membrana. Una parte
de las proteinas P17 se unen al complejo molecular que acomparia al ADN viral
hacia el interior del niucleo de la célula blanco. En la superficie de esta proteina
se encuentra una region cariofilica (literalmente afin al ndcleo) la cual es

reconocida por la maquinaria molecular de importacion nuclear.

Las p6 y p7 son proteinas que forman la nucleocapside. La region de la p55 que
corresponde al polipéptido p6 es responsable de la incorporacion de la proteina
accesoria Vpr, producto de la traduccion del gen vpr al virién que se encuentra
en formacién y de su interaccion con la membrana de la célula blanco y por
consiguiente hace posible la gemacion del virion en formacion. La proteina p7
(p9) reconoce e incorpora el ARN al virion y ademas interviene en la

transcripcion inversa facilitando ésta (Zennou et al. 2000).
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El gen Env es expresado como una proteina que se glicosilara posteriormente
dando como resultado la gp160, la cual es precursora de la gp120, glicoproteina
de la envoltura superficial viral, y la gp4l que es una glicoproteina
transmembranal y son fundamentales en la fusion viral a las celulas CD4. Estas
dos estructuras de la membrana en el VIH tipo 2 son distintas, la gp125 y la
gp36, y su precursora pesa 300 Kd (Balin et al. 2008;Borkow et al. 1997;Gouws
et al. 2008;Kawamura et al. 1993;Lemey et al. 2004;McDonnell 2007;Yerly et

al. 2009;Zussman et al. 2003).

Ademas existen una serie de genes reguladores cuya funcién aln esta sometida a

revision.

La Tat es una proteina fundamental para la produccion de nuevos viriones de
VIH. La proteina se une a una secuencia regulatoria en el extremo 5 del ARN viral
Ilamada TAR (Region Activa de Transcripcion), y se unen al ADN, no al ARN. En
cuanto este extremo inicial del genoma viral es transcrito desde el ADN proviral, la
proteina Tat se une a este y realiza su elongacion facilitando la transcripcion del resto de
la cadena. ElI gen Nef tiene un papel en la infectividad del virus VIH codificando la
proteina p27, la cual se encuentra en la membrana de este virus (Abulafia-Lapid et al.

2007;Grdisa et al. 2006;Zucchi et al. 2002).

El gen Vif expresa la proteina p23, asociada a la infectividad. EI gen Vpr expresa

la proteina p18 la cual acelera el ciclo de replicacion viral en la célula huésped.

El gen Tev tiene la capacidad de codificar la proteina p26 siendo una activadora

de Tat y Rev. Este gen posee tres fragmentos en Tat, Env y Rev.

25



El gen Vpu Gnicamente se encuentra en el VIH tipo 1. EI producto de la
expresion del gen Vpu es la proteina pl5 la cual aumenta la salida de los viriones y
evita la formacion de sincitios y la apoptosis de la célula huésped (Balin et al.

2008;Gallo 1988;Nickle et al. 2007) .

Vif, Vpr, Nel y p7

E—PI 20 - profcasa
lcina Ty
5; atrague
41 membrana
nlm:gupl?m:plm — F - llpldlca

transcriptasa
inversa

gEnnmn
virico (ARN)

Figura 3. Estructura morfoldgica del VIH-1 (Nickle et al. 2007)

5.4.2. Ciclo replicativo del Virus de Inmunodeficiencia Humana VIH.

El estudio de este ciclo es de vital importancia, el analisis del ciclo replicativo del
VIH y su comprension permiten dilucidar las distintas posibilidades existentes para
luchar contra el virus. Se pueden distinguir distintas fases en el ciclo replicativo del

virus:

1) La adsorcion, fusion e internalizacion del virion en etapas tempranas de la infeccion;

2) La transcripcion inversa; 3) integracion al genoma; 4) transcripcion del mensaje
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genético; 5) maduracién y ensamblaje de las diferentes proteinas virales; y 6) salida de
los viriones de la célula (Balin et al. 2008;Borkow et al. 1997;Gaertner et al.

2008;Masuda 2007;McDonnell 2007).

La fase temprana de la infeccion es la adsorcién y fusion viral, la cual comienza
con la interaccion de la glicoproteina de membrana viral gp 120 con el receptor celular
CD4, aunque existen otros receptores como los de la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas o los del complemento. Las células infectadas expresaran estas
moléculas espontaneamente, como ocurre con los linfocitos CD4. También se han
encontrado receptores distintos en lineas celulares de glioma, y existen condicionantes
diferentes del tropismo en la gpl20 fuera del la regién de union especifica a CD4, esto
explica la union del VIH a células fagociticas mononucleares. Las lineas celulares
susceptibles de infectarse por el VIH son los linfocitos T, las células dendriticas, los
macrofagos, las células hematopoyéticas progenitoras, los oligodendrocitos, los
astrocitos, la microglia, los fibroblastos de la piel, las células del intestino columnares y
epiteliales y las células trofoblasticas en la placenta del utero materno. Después de la
interaccion de la gp120 viral y el CD4 celular, se produce la fusion de ambas
membranas, previa a la internalizacion viral en la célula huésped, donde tiene un papel

principal la gp4l, siendo especificamente una proteina lipofilica (Daugherty et al. 2010).

Cuando el VIH se interna al interior de la célula huésped después de haberse
separado de su membrana viral, es cuando empieza la replicacion del mensaje genético
por la transcriptasa inversa. La transcriptasa inversa es una enzima producida por la
unién que realiza la proteasa con la poliproteina Gag - Pol, y de esta se distinguen dos

subunidades, la de 66 y 51 Kd respectivamente, ambas tienen la capacidad de formar un
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heterodimero (Aguiar et al. 2006;Chiang et al. 2010;Figueiredo et al. 2006;Westerman
et al. 2007). La transcripcion del retrovirus principia en una cadena simple de ADN. La
sintesis de la segunda cadena requiere de la ribonucleasa H la cual degrada parcialmente
el ARN original. La doble cadena de ADN viral se incorpora a la célula huésped con la
ayuda de la enzima integrasa. A veces entran simultdneamente varios viriones en la
célula hospedera por consiguiente se realiza un acumulo de ADN el cual no se integra
produciendo como resultado la lisis de la célula. A continuacion la infeccion entrara en
un estado de latencia clinica caracterizada porque el material genético del VIH se integra
unicamente al 1% de los linfocitos CD4 y solamente la décima parte de estos linfocitos
CD4 tienen la capacidad de expresar el ARN viral. La presencia del provirus o de
formas incompletas de transcripcion no produce alteraciones patoldgicas en el paciente,

por lo cual el paciente se mantiene asintomatico (Soto et al. 2010).

La activacion de los linfocitos debido a antigenos virales y citocinas produce la
expresion génica del VIH en dos fases. Primero transcribe los genes reguladores del
virus y posteriormente los genes estructurales del VIH que son: El gen Gag, Pol, Env y
el gen regulador Rev, este Gltimo es responsable de la traduccién del ARNm en el
citoplasma celular. El paso de la transcripcion “no estructural” a la transcripcién
“estructural” es un punto critico en la replicacion viral del VIH-1.En el citoplasma
celular se realiza el empalme y la maduracion de las proteinas virales, en este paso la
proteasa viral desempefia un papel primordial. La proteasa debe ser eficaz para que la

infectividad viral no se vea comprometida.

En las etapas finales de la replicacion viral, cuando el virion sale de la célula

huésped, ayudado por la proteina Vpu, es en ese momento cuando se realiza la
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miristilacion de la pl7 y entonces se envuelve el virion por la membrana celular en
donde se encontraban expresadas las glicoproteinas de la cubierta viral, la gpl160.
Sucesivamente a la replicacion del VIH-1 se produce la lisis de la célula huesped. Este
efecto citopatico del virus se debe a diversos mecanismos, como el acumulo de ADN
viral no integrado, el acumulo de proteinas de la membrana del VIH, la apoptosis o
muerte celular programada la cual es producida por la misma célula huésped (Armstrong

et al. 2009).

No obstante lo anterior, los monocitos son capaces de resistir los efectos
citopaticos del VIH-1, debido a que la expresion de CD4 de los monocitos es menor, por
lo tanto, esto constituye un mecanismo de perpetuacion y almacenaje para el VIH, y de
esta forma, la falta de efectos citopéaticos en el monocito permite la distribucion del virus
por distintos 6rganos del organismo del paciente infectado (Balin et al. 2008;Morris and

Rossi 2004).

5.5. Los antirretrovirales.

5.5.1. Los fArmacos antirretrovirales en el bloqueo del ciclo replicativo del VIH.

El estudio del ciclo replicativo del VIH-1 nos ayuda a conocer las dificultades
contra la lucha frente al VIH por los diversos mecanismos de defensa del virus, y
ademas nos brinda mas conocimiento sobre el progreso farmacolégico de los
medicamentos que bloquean el ciclo viral del VIH dentro de la célula huésped. Algunos
medicamentos antirretroviricos no han pasado de las fases clinicas de investigacion
farmacoldgica, sin embargo otros medicamentos se han podido utilizar con eficacia

comprobada en los pacientes infectados, son pocos farmacos los que han pasado las
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fases clinicas previas con éxito siendo aprobados para su uso médico por la FDA

(Denizot et al. 2008;Diazgranados et al. 2009).

En la replicacion del VIH-1, la transcripcion del ARN en ADN, realizado por la
enzima transcriptasa inversa es esencial, y diversos antirretrovirales actian blogueando
la accion de esta enzima. Estos medicamentos antirretrovirales se dividen en: inhibidores
analogos de nucledsidos de la transcriptasa inversa (INTI) y los inhibidores no analogos
de nucledsidos de la transcriptasa inversa (INNTI). Los INNTI inhiben la enzima por
un mecanismo similar al INTI, aunque los INNTI no compiten con los nucledsidos
fisiolégicos. Los INNTI incluyen, derivados del TIBO que es un analogo de las
benzodiacepinas, la nevirapina, el piperacidinico BHAPS, y los provenientes compuestos

de las piridinonas L69.639 y L697.661. (Forster et al. 2000;Gaertner et al. 2008).

La primera fase de expresion del genoma viral se debe a los genes reguladores.
Por lo tanto la expresion de la proteina codificada por el gen Tat es vital para la
transcripcion del resto de proteinas virales. Se ha descubierto un producto, el Ro 5-3335,
que inhibe la transactivacion del gen Tat y ademas tiene una estructura muy parecida a
las benzodiacepinas, pero a diferencia del TIBO, no inhibe la transcriptasa inversa (T1) y
es efectivo contra el VIH-2, por su mecanismo de accion el Ro 5-3335 inhibe la
replicacion en células huésped cronicamente infectadas, superando a los inhibidores de
la TI, sin embargo el Ro 5-3335 no tiene accion dentro del sistema nervioso central

(SNC) del paciente (Kiso and Kisanuki 1993).

La enzima proteasa es un punto critico en la replicacion del VIH, para que la

proteasa se active debe realizar un proceso autocatalitico del precursor Gag-Pol. Los
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intentos terapéuticos para inhibir la proteasa en este punto del ciclo viral, incluyen el
desarrollo de los inhibidores del C2 simétrico, siendo un lugar de union especifico de la
proteasa y los péptidos que mimetizan a la proteasa. Aunque son varios los inhibidores
de la proteasa que ha comprobado la eficacia farmacoldgica tanto in vivo como in vitro,
del Saquinavir, el inhibidor de la proteasa lider en maultiples ensayos clinicos
demostrando la disminucién de la carga viral y un aumento en el numero de linfocitos
CD4 en los pacientes infectados con VIH, tanto en monoterapia como asociado a la

Zidovudina (Danaher et al. 2010).

El Ritonavir, otro inhibidor de la proteasa ha comprobado con éxito la
disminucion efectiva de la carga viral en los pacientes tratados, también se han
reportado la aparicién de resistencias virales tempranas al medicamento por lo que debe
combinarse con otros antirretrovirales (Barnard et al. 1997a;Borkow et al.

1999;Buckheit, Jr. et al. 2009).

Se han utilizado terapias inmunologicas también para combatir al SIDA, como el
interferon, el cual actta de diferentes formas, pues no solo tiene efectos antivirales sino
también inmunomoduladores, de los tres tipos descritos de interferones, parece ser que
el alfa y el beta son los mas utilizados dejando en tercer y Gltimo lugar al interferon
gamma en la lucha contra el VIH-1. El interferén alfa se ha utilizado en pacientes
seropositivos con sarcoma de Kaposi y como resultado se observo que este medicamento
disminuia la aparicién de infecciones oportunistas en estos pacientes, aunque efecto
benéfico sobre la enfermedad no se ha demostrado en pacientes seropositivos sin
sarcoma Kaposi, por lo que debera indicarse el interferén con terapia combinada. Se han

empleado otros inmunomoduladores, como la interleucina-2, aunque se comprobd que
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la estimulacion indiscriminada de linfocitos CD4 era perjudicial,

replicacion viral (Rozenberg et al. 2009).
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Figura 4. El ciclo biologico del VIH-1 y los lugares de accion de los farmacos

antivirales. (Fang and Beland 2009)

5.5.2. Inhibidores de la entrada y la fusion del VIH-1.

32



Los inhibidores de la entrada evitan la fusion (IF) del VIH-1 a las células CD4
(células huésped) en el organismo humano. Estos inhibidores actian de una manera
diferente a la mayoria de los medicamentos inhibidores de la infeccién del VIH-1, ya
que estos IF no permiten la entrada del virus a la célula huésped, en cambio los
antirretrovirales (los inhibidores de la proteasa, los inhibidores nucledsidos de la
transcriptasa inversa y los inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa), son
activos contra el VIH-1 después de que el virus penetra a la célula huésped.

Los inhibidores de la entrada se adhieren a las proteinas de superficie de la
membrana externa de las células T, utilizan la proteina CD4, los correceptores CCR5 6
CXCRA4 de la superficie de las células blanco, también se adhieren a las proteinas gp120
y gp4l de la membrana del VIH-1. Si los inhibidores de la entrada logran adherirse
eficientemente a las proteinas mencionadas anteriormente, estas se bloguean y por
consecuencia el VIH no logre unirse a la superficie de las células blanco e ingresar a las
mismas (Denizot et al. 2008;Este 2003;Este and Telenti 2007;Wyatt et al. 1998).

La Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos ha aprobado
dos inhibidores de la entrada. El Fuzeon (enfuvirtide) de la empresa farmacéutica Roche
en marzo de 2003, actia a nivel de la proteina gp4l en la superficie del VIH-1 y
Selzentry (Maraviroc) de Pfizer, aprobado en agosto de 2007 que actta a nivel del
correceptor CCR5 en la célula inhibiendo la infeccion de los virus M-trépicos. Los
medicamentos en experimentacion incluyen actualmente al Vicriviroc (un inhibidor de
la entrada, bloqueador de CCR5) de Shering-Plough, el anticuerpo monoclonal
bloqueador de CCR5 PRO 140 de Progenics y TNX-355 de Tanox, que actta a nivel del

receptor CD4 en las células blanco (Kim and Chang 1992;Ray 2009a).
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Las personas VIH-1 positivas que tienen resistencia a los IP, INTI e INNTI
probablemente se beneficien de la combinacion sinérgica de los inhibidores de entrada,
dado que son una clase diferente de medicamentos. Estas son buenas noticias para las
personas VIH-1 positivas que han probado y fracasado con muchos de los medicamentos
inhibidores de la infeccion del VIH-1 aprobados actualmente (Ray 2009a).

Fuzeon es un inhibidor de la fusion. La Administracion de Alimentos y Farmacos
de los Estados Unidos lo aprob6 en marzo de 2003. Esta aprobado para el tratamiento de
personas VIH-1 positivas que hayan tomado otros medicamentos antirretroviricos
anteriormente y que no pueden mantener sus cargas virales indetectables con los
medicamentos con los que han sido tratados. Aun no se ha aprobado como medicamento
de primera eleccion para el tratamiento antirretroviral. EI Fuzeon debe administrase en
combinacion con otros medicamentos para tratar a los pacientes seropositivos.
Enfuvirtida

La enfuvirtida es un antirretroviral polipeptidico de la familia de los inhibidores
de fusion, y se destaca como el medicamento lider en esta clasificacion. Ha sido
utilizado en pacientes seropositivos adultos y en nifios mayores de 6 meses de edad que
han recibido tratamiento antirretroviral altamente supresor cuando el virus ha
desarrollado resistencia a otros antirretrovirales (Gabrielli et al. 2010;Joly et al. 2010).

La enfuvirtida es un péptido mimético de una region de la gp41 lo cual bloquea
la unién entre la membrana del virus (gp41) y la membrana celular (receptor CD4). Ha
demostrado ser un potente inhibidor de la fusibn mediada por la glicoproteina
transmembranal (gp4l). Dada la naturaleza polipetidica de la enfuvirtida, si su
administracion fuera por via oral, el medicamento seria destruido por los acidos

gastricos, por lo que se descarta su uso por via oral, la enfuvirtida se administra por via
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subcutanea. (Este and Telenti 2007;Oliveira et al. 2009;Pauwels et al. 1995;Pauwels and
De 1996).

Entre los efectos adversos de la enfuvirtida estan: evacuaciones diarreicas,
nauseas, vomitos, cefalea, insomnio, mialgias y parestesias en miembros inferiores.

El Maraviroc, también conocido como Celsentri®, es también un inhibidor de
entrada, fue autorizado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos para el
tratamiento de pacientes con infeccion por el VIH-1 con tropismo por el correceptor
CCR5, en adultos que ya han sido tratados con multiples antirretrovirales y presentan
resistencias virales a 2 o 3 farmacos antirretrovirales. Se administra en combinacion con
otros 2 0 3 farmacos antirretrovirales activos.

En 2006, Pfizer establecio un programa mundial de acceso ampliado para
suministrar el Maraviroc a los pacientes con poca o0 ninguna opcion de tratamiento. El
programa de acceso ampliado (EAP, por sus siglas en inglés) seguira proporcionando
Maraviroc a los pacientes en los paises donde todavia no esta disponible, se administra
en tabletas por via oral en una dosis de 300 mg dos veces al dia.

Ademas de sus efectos farmacoldgicos antivirales, el Maraviroc puede causar
también algunos efectos secundarios adversos. Entre los efectos secundarios mas
comunes observados en estudios hasta la fecha, se puede encontrar: tos, fiebre, vertigo,
cefalea, hipotension arterial, nauseas e irritacion en la vejiga urinaria. En dos estudios de
fase Ill se notificaron posibles trastornos hepaticos y cardiacos, mayor riesgo de
infeccion y ademas un ligero aumento de las concentraciones de colesterol sérico (Ray
2009a).

Los estudios clinicos de interacciones medicamentosas demuestran cambios en la

exposicion al Maraviroc cuando se administra con otros medicamentos contra el VIH-1,
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incluyendo al efavirenz y lopinavir. Estos efectos provocan el cambio a diferentes dosis
del Maraviroc (Este and Telenti 2007;Kitchen et al. 2008;Oliveira et al. 2009;Pauwels et

al. 1995;Pauwels and De 1996;Wallace 2006;Wyatt et al. 1998).

5.5.3. Inhibidores Nucledsidos e inhibidores de Nucle6sidos de la Transcriptasa
Inversa (INTI)

La primera clase de agentes antirretrovirales contra el VIH-1 que se desarrollaron
cientificamente fueron los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los
Nucleosidos (INTI). La transcriptasa inversa (T1) es un enzima, presente en el virion, la
cual es requerida por el virus para realizar la replicacion a través de una fase ADN que
se integra en el genoma de la célula blanco infectada (formacion de cadenas de ADN a
partir del ARN viral). La inhibicion de la Tl pueden ser de forma competitiva (el
antirretroviral mimetiza los sustratos naturales para la sintesis del ADN) o por la
terminacion temprana de la cadena lo cual impide que se afiadan nuevos nucleétidos a la
cadena de ADN.

Esta demostrado que los medicamentos de este primer grupo, los mimetizadores
aumentan la supervivencia y disminuyen la frecuencia y la severidad de las infecciones
oportunistas en los pacientes con una infeccion avanzada, ademas disminuyen la
progresion de la infeccion por el VIH en fases iniciales de la enfermedad obteniendo
recuentos basales de CD4 menores de 500 células/mm?. De cualquier forma y a pesar de
lo anterior, estos beneficios puedan ser transitorios ya que si bien, estos retrasan la
progresion a SIDA, el beneficio disminuye con el paso del tiempo, ya que el mismo
desarrolla mutaciones con resistencia a los antirretrovirales (Annan et al. 2009;0Ortega et

al. 2009;Steegen et al. 2009).
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Esta demostrado ampliamente que los medicamentos antirretroviricos son menos
efectivos en monoterapia que cuando se combinan entre ellos, evitandose de esta forma
que rapidamente el virus pueda mutar y presentar resistencias.

El termino Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) se refiere a
la combinacidn de tres 0 mas medicamentos anti-VIH. Alguna de las pautas establecidas
en el tratamiento de combinacion de antirretrovirales asocia dos INTI como AZT-ddl,
AZT-ddC, AZT-3TC, 4dT-3TC o 4dT-ddl. Aunque estas combinaciones usadas de
modo exclusivo no logran una reduccion marcada y sostenida de la carga viral en los
pacientes seropositivos y por consiguiente deben asociarse con otros antirretrovirales
como los inhibidores de la proteasa (IP) o los inhibidores no nucleésidos de la
transcriptasa inversa (INNTI).

En 1986 se inicio el primer ensayo clinico de monoterapia con AZT contra un
placebo, doble ciego controlado, al cual se nombrd ensayo BW02. Despues de 6 meses
con el anélisis estadistico se comprobd que los pacientes seropositivos a los que se les
administro unicamente el placebo, presentaban mas infecciones oportunistas y muerte de
forma significativa comparados con los recibian el medicamento. El ensayo ACTG 002
comparé el efecto de la administracion de dosis altas de AZT con dosis mas bajas; se
demostro que las dosis menores resultaron menos toxicas para los pacientes, los cuales
tuvieron una mayor supervivencia sin presentar un aumento significativo de evolucion
clinica a SIDA comparado con la administracion de dosis mayores (1500 mg vs 1200
mg diarios por 4 semanas y posteriormente 600 mg por dia).

En el continente Europeo de 1988 a 1990 se realizo el ensayo de fase clinica
Concorde; en este estudio se compard la diferencia entre el tratamiento en la fase clinica

inicial de la enfermedad (pacientes con mas de 500 CD4/mm3) a los que se les
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administraba el medicamento AZT contra un estudio de la terapia diferida en pacientes
asintomaticos a los cuales se les administraba un placebo, se incluyeron mas de 1700
pacientes aleatorios que recibieron AZT (250 mg divididos en 4 veces al dia) y en el otro
estudio, los pacientes que recibieron el placebo durante 3 afios. Los pacientes en el
grupo placebo pasaban al grupo que recibié el AZT en el momento que bajaba su
recuento de CD4 a menos de 500 células por mm?®. En los pacientes del grupo de
pacientes que recibieron el tratamiento de AZT, se observaron aumentos en el conteo de
células CD4 vy las proporciones de supervivencia en el periodo de 3 afios no mostraron
diferencias significativas entre ambos grupos (Ortega et al. 2009b;Schiller and Youssef-
Bessler 2009;Souza et al. 2009).

En los ensayos clinicos denominados ACTG 116 / Ay el ACTG 116 / B/ACTG
117 se comparo la diferencia entre las monoterapias con AZT y ademas la monoterapia
con ddl mientras que el ensayo clinico ACTG114 compard la combinacion entre el
AZT con ddC mientras que el ensayo clinico ACTG106 fue el analisis de la eficacia de
la combinacion AZT+ddC. Estos estudios fueron realizados con pacientes con
enfermedad avanzada y en ellos se utilizaron diferentes dosis de los farmacos en un
intento de establecer la dosificacion mas adecuada (Ortega et al. 2009a).

El ensayo clinico ACTG175 aportd a la comunidad cientifica la primera prueba
de que la terapia combinada de dos antirretrovirales era clinicamente superior en cuanto
a la progresion de la infeccion viral y la mayor supervivencia de los pacientes,
comparando los resultados obtenidos a los del empleo de la monoterapia. Ademas se
obtuvo evidencia por primera vez en relacién a que la terapia combinada en pacientes
con enfermedad avanzada prolongaba la supervivencia a la vez que comprob6 que el

AZT en monoterapia no debia ser primera eleccién. En el ensayo clinico ACTG175 se
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inscribieron a 2500 pacientes con conteos moderados de linfocitos CD4 (entre 250 a 500
CD4 por mm®), a 1400 pacientes se les habfan administrado previamente
antirretrovirales; se distribuyeron en forma aleatoria en cuatro diferentes grupos: a)
monoterapia con AZT, b) monoterapia con ddl, c¢) combinacién de AZT+ddl y d)
combinacion de AZT+ddC. El tiempo de seguimiento del ensayo clinico fue de 143
semanas. Se comprobd que las combinaciones de los dos antirretrovirales y la
monoterapia con ddl resultaron méas eficaces clinicamente comparadas con la
monoterapia con AZT. El 16% de los pacientes con monoterapia de AZT empeord 0
fallecieron, comparado con los que recibieron la combinacién terapéutica de AZT+ddl
los cuales Unicamente en el 11% de los pacientes se demostro la progresion de la
enfermedad, 12% tuvieron progresion con la combinacion AZT+ddC y 11% tuvieron
progresion con la monoterapia de ddl. Los resultados fueron similares en los subgrupos
de pacientes que no recibieron tratamiento previo en comparacion con los pacientes
tratados anteriormente con antirretrovirales, salvo en la rama AZT+ddC se demostré el
beneficio unicamente en los pacientes que no habian recibido tratamiento previo. (Al-
Jabri and Alenzi 2009;Balzarini et al. 1998;Barnard et al. 1997

;De 2002;Rajesh et al. 2009;Ray 2009b;Souza et al. 2009;Stevens et al. 2006).

Los ensayos clinicos NUC A y NUC B analizaron los efectos de la combinacion
de AZT con 3TC y aportaron informacion importante sobre una mejoria clinica
sostenida de los marcadores de progresion los cuales apoyan la combinacion de los
ITIAN. EL ensayo clinico NUC A se realiz6 en 366 pacientes que no habian recibido
anteriormente el AZT y que tenian sus conteos linfocitarios de CD4 entre 200 y 500 por
mm?3. Se aleatorizaron los pacientes en 4 diferentes grupos: 1) monoterapia AZT 2)

monoterapia 3TC, 3) combinacién de AZT+3TC (150 mg cada 12 horas) y 4)
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combinacion de AZT+3TC (300 mg cada 12 horas). Los grupos que recibieron
monoterapia tuvieron como resultado un leve incremento en el recuento de células
linfociticas CD4 posteriormente regresaban a sus niveles basales, un descenso medio de
la carga viral volvia a los niveles previos en menos de 6 meses. Contrariamente en los
grupos con combinacidn antirretroviral, el aumento medio del conteo de las células CD4
resulté mayor (30 contra 80 células por mm®) y persistié después de afio de seguimiento
y la carga viral descendia para posteriormente estabilizarse. En el ensayo clinico NUC
B (europeo) los resultados fueron similares. (Balzarini et al. 1998;Lightfoot and Milburn
2009).

De igual forma, el ensayo clinico Ilamado CEASAR la evidencia clinica de la
combinacion terapéutica de AZT+3TC produjo un retraso en la progresion de la
enfermedad. En los ensayos clinicos donde se compararon el AZT+3TC con el grupo
AZT+placebo, se pudo comprobar una reduccién mayor al 50% del riesgo de progresion
de la enfermedad en el grupo que recibié AZT+3TC. (Barnard et al. 1997;Lightfoot and
Milburn 2009).

Los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucleosidos son: La
Zidovudina. AZT (Retrovir), Didanosina. ddl (Videx), Zalcitabina. ddC (Hivid),

Estavudina. d4T (Zerit), Lamivudina 3TC (Epivir) y el Abacavir (Ziagen)

La informacion publicada mas recientemente parece apuntar a que los beneficios
clinicos reportados sobre los inhibidores de la transcriptasa inversa son moderados tanto
en su eficacia a largo plazo como en la duracion de su efectividad antirretroviral. La
aparicion de VIH resistentes a los medicamentos es el mayor problema en la terapéutica

médica de los pacientes seropositivos, ya que la resistencia antiviral es responsable de la
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menor eficacia antirretroviral. Este problema es mayor en los pacientes que reciben los
medicamentos del grupo de los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los
nucledsidos (INNTI) entre ellos se encuentran, la delavirdina y la nevirapina (Al-Jabri

and Alenzi 2009;Cutler and Justman 2008;Lightfoot and Milburn 2009)

5.6 Métodos preventivos contra la infeccion del VIH-1.

5.6.1 Uso del condon o preservativo.

No se ha demostrado la transmision del virus por la respiracion, la saliva, el
contacto casual por el tacto, dar la mano, abrazar, besar en la mejilla, o compartir
utensilios como vasos, tazas o cucharas. En cambio es tedricamente posible que el virus
se transmita entre personas a través del beso boca a boca, si ambas personas tienen
Ilagas sangrantes o encias llagadas, pero ese caso no ha sido documentado y ademas es
considerado muy improbable, ya que la saliva tiene enzimas que lo destruyen, y ademas
contiene concentraciones de virus mucho mas bajas que otras secreciones como el
semen. (Elias and Coggins 1996).

El condén masculino es recomendable para todo tipo de actividad sexual que
incluya penetracion. Es muy importante enfatizar que se debe usar el condén hecho del
material latex, pues otro condon (de carnero) que existe en el mercado, hecho a base de
material orgénico, no es efectivo para la prevencion. Los condones tienen una tasa
estimada del 90-95% de efectividad para evitar el embarazo o el contagio de
enfermedades de transmision sexual, y usado correctamente, esto es, bien conservado,
abierto cuidadosamente su empaque Yy correctamente colocado, es el mejor medio de
proteccion contra la transmision del VIH-1. Se ha demostrado repetidamente que el

VIH-1 no pasa efectivamente a través de los condones de latex intactos.
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En el caso del sexo anal, debido a la delicadeza de los tejidos del ano y la
facilidad con la que se lacera, se considera que es la actividad sexual de mas riesgo. Por
eso los condones deben utilizarse. (Coleman et al. 2007)

5.6.2 El desarrollo de vacunas contra el virus VIH-1.
Como no se conoce aun cura alguna para el SIDA, la busqueda de una vacuna
efectiva se ha convertido en una parte importante de la lucha contra la enfermedad.

La urgencia de la busqueda de una vacuna contra el VIH-1 SIDA se deriva de la
cifra de muertos de los mas de 25 millones de personas desde 1981.

Por lo tanto, una vacuna contra el VIH-1 es tal vez la Unica manera de que la
pandemia del SIDA se puede detener. Sin embargo, después de mas de 20 afios de
investigacion, sigue siendo un objetivo a alcanzar (Montagnier 2010).

5.6.3 El cérvix uterino humano (érgano principal de la transmision de la infeccion

por VIH-1).

Ganglios linfaticos

Ovarios

S
; Trcrnpas de Falcplo\\ ;
/' / M

Otero \

.

— Vagina

Figura 5. Anatomia de aparato reproductor femenino (Blander 2010;Pan et al.
2010;Radulovic et al. 2010;Takagi et al. 2010)
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El cuello uterino o cérvix uterino es la porcion fibromuscular inferior del utero
que se proyecta dentro de la vagina, y es un componente anatdmico exclusivo de la
hembra de los mamiferos. Esta apertura o hueco deja que salga la sangre del Utero
durante la menstruacion (periodo menstrual). También deja que entren los
espermatozoides al Utero y a las trompas de Falopio (Blander 2010;Pan et al.

2010;Radulovic et al. 2010;Takagi et al. 2010).

Aunque, por lo general mide de 3 a 4 cm de longitud y unos 2.5 cm de didmetro,
el cérvix se puede dilatar unos 10 cm durante el parto para dejar que pase el bebé, y su
tamafo puede variar segin la edad, el numero de partos y el momento del ciclo
menstrual de la mujer. El cuello uterino o cérvix tiene una superficie lisa y brillante con
un orificio cervical pequefio y redondeado en la nulipara y como la boca de un pez en las

que ya han dado a luz por parto vaginal.

El Exocérvix o ectocérvix:

Es la parte que se visualiza mas facilmente del cuello uterino a través de la
vagina en una colposcopia. Esta rodeado por los fondos de saco vaginales. Esta
recubierto por un epitelio escamoso estratificado rosado, de maultiples capas celulares.
Las capas celulares intermedia y superficial del epitelio escamoso contienen glucégeno

(Blander 2010;Pan et al. 2010;Radulovic et al. 2010;Takagi et al. 2010).

El Endocérvix:

No es visible en gran parte, porque se encuentra en el centro del cérvix formando

el canal endocervical que une el orificio cervical externo con la cavidad uterina. Esta
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recubierto por un epitelio cilindrico rojizo de una unica capa celular (Blander 2010;Pan

et al. 2010;Radulovic et al. 2010;Takagi et al. 2010).

El canal endocervical:

Se extiende desde el orificio cervical externo hasta el orificio cervical interno,
mide unos 6 mm de didmetro, esta revestido en todo su trayecto del epitelio endocervical
cilindrico monoestratificado secretor de mucus, lo que le permite estar ocluido
totalmente en su luz por el moco cervical, constituyendo el llamado tapon mucoso
endocervical, que impide que los gérmenes procedentes de la vulva, vagina y exocérvix

asciendan a los genitales internos (Gouws et al. 2008;Zussman et al. 2003)

El orificio cervical externo:

Es el que comunica en canal cervical del cuello uterino con el orificio cervical
interno. Varia de acuerdo al nimero de partos, encontrandose en la nulipara en forma de
una abertura circular de poco didmetro, en la multipara el aspecto cambia a causa de los
desgarros del parto, adquiriendo el aspecto de hendidura transversal y estrellada en casos
de desgarros oblicuos, que deforman la arquitectura del cérvix trayendo como

consecuencia el ectropidn o eversion del epitelio endocervical.

El epitelio es el tejido formado por una o varias capas de células yuxtapuestas
que recubren todas las superficies libres del organismo, y constituyen el recubrimiento
interno de las cavidades, 6rganos huecos, conductos del cuerpo y la piel y que también
forman las mucosa s y las glandula s. Los epitelios también forman el parénquima de
muchos 6rganos, como el higado (Blander 2010;Pan et al. 2010;Radulovic et al.

2010;Takagi et al. 2010).
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Las mujeres son fisicamente mas vulnerables que los hombres a la transmision
sexual del VIH-1, seguramente debido a la naturaleza del cuello uterino. A diferencia
del epitelio (superficie) vaginal, que consiste en varias capas de células escamosas
planas y resistentes, algunas partes de la superficie del cuello uterino estan constituidas
por una capa simple de células columnares fragiles, las cuales se pueden lastimar mas
facilmente. Esto es el equivalente celular a una pila de luchadores de sumo versus una
sola linea de patinadores artisticos (Mcclelland et al. 2001b;van der Straten et al. 1995)

En mujeres mas jovenes, estas células cervicales columnares estdn adn mas
expuestas que en las mujeres adultas, lo cual probablemente constituye un factor
importante en el mayor riesgo de las nifias adolescentes. Adicionalmente, varias de las
células que son blancos del VIH-1, incluyendo las células CD4, se encuentran mas
frecuentemente en el cuello uterino que por todo el resto de la vagina. El paso de fluidos
infecciosos en el tracto genital superior (que tambiéen es altamente susceptible) via el
cuello uterino, puede ser otro factor en el contagio del VIH-1 en las mujeres. Otras ITS
también tienen el cuello uterino como objetivo. Por ejemplo, las bacterias que causan la
gonorrea y la clamidia que pueden reproducirse solamente en el epitelio cervical y no en

el epitelio escamoso de la vagina. (Campafa Global por los Microbicidas. 2009).
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Figura 6. Localizacion anatémica de cérvix humano. El cérvix o cuello uterino es la
abertura de utero que se prolonga en el interior de la vagina. El canal cervical se
encuentra en el centro del cuello uterino y comunica la vagina con la cavidad uterina.
Este canal se encuentra habitualmente lleno de moco, cuya consistencia cambia a lo
largo del ciclo menstrual de la mujer. El canal cervical mide normalmente tan sélo 2-3
mm de ancho, pero se ensancha durante el parto para que éste pueda tener lugar (Mei-

Ling et al. 2010).

5.7 Los microbicidas topicos vaginales.

Los microbicidas son productos de administracion vaginal o rectal que pueden
reducir la transmision del VIH-1 y de otros microorganismos causantes de enfermedades
de transmision sexual (ETS), incluyendo virus, bacterias y parasitos (Bhol and Schechter

2005;Klebanoff and Coombs 1991;McGowan 2006;Moscicki 2008;Tian et al. 2007).
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Si bien ain no se han desarrollado a nivel comercial, la investigacion sobre las
formas de presentacion, su dosificacion y otros detalles esta siendo impulsada
aceleradamente por la necesidad de encontrar nuevas vias de prevencion no solo contra
el VIH-1, sino contra muchos otros agentes de ETS. Muchos de ellos aln estan siendo

probados en humanos.

En la década de los ochentas, las relaciones sexuales entre hombres (HSH) eran
consideradas la principal via de contagio del VIH-1. Al pasar de los afios se ha
observado una modificacion en el comportamiento de la epidemia: la proporcion de
mujeres infectadas ha aumentado considerablemente (Yerly et al. 2009;Zussman et al.

2003).

Al comparar informacion actual con datos de 1997 se observa un incremento del
41% al 47% del indice de mujeres infectadas. En 2004, el 47% de las personas con
VIH-1 eran mujeres de entre 15 y 49 afios, lo cual abarca a individuos en edad
reproductiva. En el mismo afio, esta enfermedad fue considerada la principal causa de
muerte en mujeres afro-americanas de 25 a 34 afios de edad. A nivel mundial, 5,000
mujeres son infectadas cada dia, de las cuales el 90% se encuentra en paises en vias de
desarrollo. En la Figura 6 se muestra la distribucion de proporciones de mujeres con

VIH-1 en el mundo
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Figura 7. Porcentaje de mujeres infectadas con VIH-1 en el mundo.

(ONUSIDA)(Walker et al. 2003)

Las mujeres de todo el mundo se enfrentan al riesgo creciente de la infeccion por
el VIH-1. En 1992, se estimaba que el 25% de la poblacion infectada con el VIH-1 eran
mujeres, mientras que en 1996 esta cifra llego al 42%. De los 5 millones de personas que
en 2002 se agregaron a los infectados, mas del 95% reside en paises en desarrollo y casi

la mitad de las personas adultas que se sumaron a los infectados son mujeres.

De acuerdo al Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, las mujeres son
particularmente vulnerables a la transmision del VIH-1 por via heterosexual debido a la
gran superficie de membrana mucosa expuesta a los fluidos seminales. EI Dr. Hope
Ricciotti de la Escuela de Medicina de Harvard agrega que por ser mayor la cantidad de
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fluidos corporales transferidos del hombre a la mujer y, mayor la carga viral en los
fluidos sexuales masculinos, en paises como Estados Unidos es méas probable que un
hombre infectado contagie a una mujer que una mujer infectada contagie a un hombre
(Montagnier 2010;Rohan et al. 2007).

Aunado a estos factores biologicos, las mujeres se ven afectadas por la infeccion
por VIH-1 debido a la desigualdad de genero de caracter social, cultural y econémica, lo
cual se ve reflejado en su capacidad de protegerse al momento de tener relaciones
sexuales. Las estrategias actuales de prevencion —monogamia mutua en parejas VIH-1
negativas, uso del condon y abstinencia- no son viables para gran numero de mujeres
debido a que dependen del consentimiento de su pareja para poder ser llevadas a cabo
con efectividad. Por consiguiente, se vuelve necesario la busqueda de métodos que
otorguen el control a la mujer en lo que respecta a proteccion contra enfermedades de
transmision sexual (Buckheit, Jr. et al. 2009;Cutler and Justman 2008)

Dentro de las medidas preventivas para la infeccion por VIH-1 y otras
infecciones de transmision sexual, el uso del preservativo ha sido el elemento de control
de mayor importancia., las organizaciones internacionales de la salud, como la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), la OPS (Organizacion Panamericana de la Salud),
etc., han recomendado especialmente su uso y la educacion necesaria para quienes
necesitan prevencion.

Sin embargo, esta medida preventiva en muchos casos ha fracasado debido a una
falta de conciencia en el uso del preservativo observada mayormente en los varones. Por
otra parte, el desarrollo de preservativos femeninos no ha logrado imponer su uso por
diversos factores, entre los cuales el desconocimiento y su mayor costo son los mas

importantes.
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A pesar de ser el condon un método de proteccion para ambos integrantes de la
pareja, el hombre sigue siendo el depositario de la responsabilidad y el supuesto derecho
de elegir usarlo o no.

Los microbicidas de uso topico serdn una alternativa valedera para esas mujeres,
ya que dependeran mucho mas de su decision e iniciativa.

Sin embargo, un microbicida eficaz debe proteger a los dos miembros de la
pareja. Los microbicidas no solamente estan indicados para la prevencion contra el VIH-
1 en las mujeres, sino también en los hombres. (D'Cruz and Uckun 2004;Elias and
Coggins 2001).

Los investigadores de microbicidas enfrentan retos formidables, el primero de los
cuales es como disefiar estudios para determinar la eficacia de los mismos en seres
humanos. La manera ideal de evaluar la eficacia de un microbicida es poner a la prueba
un producto en un grupo numeroso de mujeres que corren un riesgo elevado de contraer
enfermedades de transmision sexual.

Otro factor que complica la interpretacion de los resultados de las investigaciones
es la medida en que se usan sistematicamente los condones y los microbicidas en esos
estudios. También se plantean interrogantes acerca de las formulaciones de base (o
medios de administracion) que se usan para los ingredientes activos en los productos
posibles. Estos vehiculos tienen el objetivo de mantener los principios activos y facilitan
su distribucién en la vagina, pero pueden tener efectos protectores o toxicos.

Asi mismo, en un ensayo en el que se usa placebo como testigo, se proporciona a
algunas participantes un producto placebo que se parece al microbicida investigado.
Pero el placebo mismo puede influir en las tasas de infeccion. Por ejemplo, el producto

lubricante del placebo puede prevenir las abrasiones vaginales, lo cual podria reducir el
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numero de infecciones (Breslow et al. 2010;Cady et al. 2010;Fellay et al. 2010; Tafesse

and Holthuis 2010).

5.7.1 Mecanismo de la accion de los microbicidas.

Los microbicidas se encuentran en diferentes presentaciones: en forma de
geles, dvulos, crema, etc., por los tanto son de facil aplicacion en la vagina incluso
horas antes de una relacién sexual para brindar proteccion a mujeres y al mismo tiempo
protegeran al hombre.

Los mecanismos de accion serian, al menos, tres:

e Unos actuarian reforzando los mecanismos naturales de defensa del
organismo.

e Otros, en cambio, actuarian inactivando los agentes patogenos, como el
VIH-1 y otros agentes causantes de ETS.

e Por ultimo, otros productos crearian una barrera entre la mucosa vaginal y
esos agentes patdgenos.

Los investigadores intentan combinar estos mecanismos de accion en un solo
producto, lo cual le conferiria mayor eficacia y seguridad (Gouws et al. 2008;Greenhead
et al. 2000)

Algunos de los productos en desarrollo presentan la posibilidad de ser usados
también como anticonceptivos, previniendo asi embarazos no deseados. Otros, en
cambio, permitiran la concepcién, dando la posibilidad de un embarazo con proteccién
(2010;Becker et al. 2010;Boddey et al. 2010;Russo et al. 2010;Sarewitz 2010).

Se han propuesto previamente varios agentes como microbicidas tdpicos anti-

VIH. EI gel-buffer, un gel disefiado para proteger contra la infeccion por VIH-1, por el
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mantenimiento de la normalidad de la acidez del pH de la vagina es un inhibidor de la
absorcion del virus, es un candidato a ser microbicida tépico (Kresge 2010;McCormack
et al. 2010;Nau 2010).

Otros microbicidas potenciales que estan siendo probados incluyen: antagonistas
de correceptores de virus, inhibidores de fusion, inhibidores de virus desnudos e
inhibidores de la transcriptasa inversa (Al-Jabri and Alenzi 2009;Cutler and Justman
2008;McGowan 2006;Rohan and Sassi 2009)

La estrategia deseable para prevenir de la transmision del VIH-1 durante el acto
sexual es el desarrollo de microbicidas no-tdxicos y efectivos contra la infeccion del
virus tanto del libre de celulas como del asociado a células, los modelos cervicales para
el estudio de microbicidas demostraron ser efectivos para la transmision de VIH-1 tanto
libre de células como asociado a células (Collins et al. 2000;Dezzutti et al.
2004;Zussman et al. 2003). Este modelo provee la arquitectura tisular natural in vivo,
incluyendo el epitelio escamoso estratificado, la submucosa y las células inmunes para
poder estudiar la inhibicion de la infeccion y toxicidad de los microbicidas topicos
vaginales (Zussman et al. 2003).

A través de este método se pudo demostrar el efecto microbicida del compuesto

denominado UC781 formulado en un Gel Replens o Buffer-gel.

5.7.1.1 El gel Replens.

El gel Replens es unicamente un gel hidratante vaginal, no es un microbicida y
proporciona: Una disminucion de los sintomas de atrofia y sequedad vaginal, el picor, la
irritacion y las relaciones sexuales dolorosas con el uso topico regular de 3 veces por

semana. Se aplica directamente en el interior de la vagina utilizando el aplicador
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disefiado especificamente para este fin. La hidratacion dura de mas de 72 horas
continuada con la primera aplicacion, ya que, el agua purificada de la composicion se
absorbe por los tejidos, las células mas externas de la piel se eliminan naturalmente y
deja la piel inferior mas sana y flexible.

Estudios clinicos demuestran que los mejores resultados llegan con un uso
regular (3 aplicaciones a la semana, preferentemente por la mafiana). La dosis se puede
reducir cuando la sequedad disminuye, mejorando clinicamente la sintomatologia de la
mujer (van der Laak et al. 2002).

5.7.2 Microbicidas en el mundo.

Actualmente no disponemos de un microbicida topico vaginal contra el VIH-1
aceptado por la FDA, todos se encuentran en diferentes fases de investigacion. El
tiempo promedio que se llevan las pruebas requeridas y el registro de un producto es de
10.5 afos.

Se han reportado 60 productos en desarrollo, de los cuales sélo seis estan listos
para entrar a la fase Ill. En la siguiente tabla se muestran catorce ejemplos de distintos
microbicidas con diferentes mecanismos de accion que se encuentran en distintas fases.
En la fase | se maneja un grupo de 20 a 80 personas, se realizan pruebas para evaluar
seguridad, determinar el rango de dosis, e identificar efectos secundarios (Craigie
2010;Cross 2010;Frearson et al. 2010;Gao et al. 2010;Haase 2010;Murray and Rice
2010).

En la fase Il el estudio se realiza en un grupo de 100 a 300 personas para verificar
la efectividad del producto y evaluar de nuevo su seguridad. En la fase Ill, en cambio,

se incluyen grupos de 1,000 a 3,000 individuos para confirmar la efectividad, monitorear
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efectos secundarios y, hacer comparaciones con tratamientos de uso comun (Kalichman
et al. 1998)

De llegar pronto al mercado, se ha estimado que el uso de un microbicida con
efectividad del 60% en el 20% de las mujeres de la poblacion, podria evitar alrededor de
2.5 millones de infecciones con el VIH-1 en el curso de 3 afios. Dada su importancia,
varias han sido las organizaciones internacionales que se han creado con el propdsito de
atender el problema. Entre estas, sobresalen : International Partnership for Microbicides
(IPM), Global Campaign for Microbicides, Microbicides Development Programme,
Alliance for Microbicide Development, entre otras. Estos organismos han permitido
lograr la colaboracion de distintos paises e instituciones internacionales con el objetivo
de proveer fondos a los distintos proyectos de investigacion sobre microbicidas. [IPM,
por ejemplo, ha recibido fondos de la Fundacién Rockefeller ($5 millones de délares),
Holanda ($8 millones), Irlanda ($7 millones), Gran Bretafia ($1.2 millones) y, de la
Fundacion Bill y Melinda Gates ($60 millones) (Al-Jabri and Alenzi 2009;Asres et al.
2005;Borkow et al. 2007;Cutler and Justman 2008;Elechiguerra et al. 2005;McGowan
2006;Moscicki 2008;Rohan and Sassi 2009).

A pesar de los esfuerzos internacionales, faltan todavia algunos afios para que un
microbicida seguro y efectivo salga al mercado (Elechiguerra et al. 2005;Papapostolou
and Howorka 2009;Soule et al. 1998). Dhawan y Mayer mencionan que la problematica
en el desarrollo de los microbicidas se debe a que el proceso bioldgico de infeccion por
VIH-1 ain no esta del todo comprendido, a las dificultades ocasionadas por la
extrapolacion en modelos animales y, a la complejidad dada por las diferentes fases de
evaluacion del producto. Aqui cabe resaltar que al ser el microbicida un tratamiento de

tipo preventivo, los participantes en las fases de evaluacién deben ser individuos no
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infectados que se expongan al virus y no pacientes con VIH-1 que busquen una cura, por
lo que las limitantes para realizar las pruebas en humanos son considerables (Zussman et
al. 2003)
El microbicida ideal debe ser:

1. Eficaz contra el VIH y todas las demas ETS,

2. Activo desde el momento de su aplicacion tépica y durante largo tiempo,

3. Seguro,

4. Barato y accesible para la poblacion,

5. Disponible sin necesidad de receta médica,

6. Sin color, olor ni sabor

7. Estable,

8. Facil de almacenar,

9. Puede tener o carecer de propiedades anticonceptivas.

El microbicida ideal aun esta en proceso de investigacion. Afortunadamente, en
unos estudios de formulacion de preferencias llevados a cabo por el Consejo de
Poblacion (Population Council) en cinco paises, los participantes indicaron que usarian
un producto incobmodo y desagradable siempre y cuando se demostrara su eficacia

contra el VIH.
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Tabla IV. Fases de ensayos clinicos aplicables a los microbicidas. (McGowan 2006)

Fases de ensayos clinicos aplicables a los microbicidas

L
Fase Nomero de |Duracion del Objetivos
participantes tratamiento y
seguimiento
Fase | 10-100 la2 Evaluar la seguridad y aceptabilidad a nivel local y sistémico y
semanas determinar la dosis y formulacién. El ensayo podria llegar hasta
una fase Il (lamada fase I/11).
Fase Il 50-200 2 a 6 meses Evaluar la seguridad y aceptabilidad durante un periodo mas prolongado.
Fase ll/llb | 50-500 6 meses a Seleccionar los productos que alcanzan el minimo nivel de eficacia. Es
2 afios mas reducida y menos costosa que la fase lll, pero el nimero de partici-
pantes y la duracién del seguimiento indican si valdria la pena continuar
con otro ensayo a mayor escala. De ser asi, los participantes pasan de un
ensayo al siguiente y se reclutan mas participantes (llamada fase II/1l).
Fase lll 1.000- 1 a2 afios Evaluar la eficacia para prevenir la infeccién por VIH y otras ITS, y deter-
30.000 minar la seguridad y aceptabilidad a largo plazo. Algunos ensayos en la
fase Ill involucran varios productos, lo cual requiere mas participantes que
en los ensayos que someten a prueba un unico producto.

Nota: Se denominan Fases /1, Vllb y Il a las variaciones de los disefios de estudio o a los estudios que se mueven de una fase a la siguiente fase del ensayo clinico.
El nimero de participantes y la duracion del tratamiento y el seguimiento son variables. Fuentes: Adaptado de Stone, 2003 (112), Fleming, 2004 (27), Mauck et al., 2001

(71) y Alliance for Microbicide Development (Alianza para el Desarollo de Microbicidas), 2004 (3).

INFO Reports

(Feldblum et al. 2008;Gali et al. 2010;Hanna 1999;Nicol and Kashuba 2010;Peterson et al.

2007;Stadler and Saethre 2010)

Tabla V. Microbicidas entrando en la fase 111 de ensayos clinicos.

(Balzarini et al. 1998;McGowan 2006) (Kresge 2010;McCormack et al. 2010;Nau

2010)

_ | Microbicidas entrando a la fase lll de ensayos clinicos

Mecanismo de | Nombre del | Descripcién éPreven- | proteccion
accion microbicida cion poten- | potencial con-
cial del tra ITS/VIH*
embarazo?
Refuerza las BufferGel Gel polimero que refuerza la acidez vaginal al VIH, clamidia,
defensas (carbomer acidificar el eyaculado. Si herpes
vaginales 974P)
Surfactante C31G (Savvy) |Detergente que dafa las membranas virales, bactera- . VIH, clamidia,
nas y celulares, incluyendo las de los espermatozoides. Si herpes
Inhibe la Carraguard | El carragenano (un derivado de algas marinas) se junta Herpes, VPH,
entrada y (PC-515) con los virus para evitar que éstos penetren a las células No gonorrea
fusion sanas y las infecten.
PRO 2000 Se junta con los virus y bacterias para prevenir VIH,
(sulfonato de |que se unan a las células sanas y las infecten. Si gonorrea,
polinaftaleno) herpes
Sulfato de Se junta con los virus y bacterias para prevenir que se Gonorrea
celulosa unan a las células sanas y las infecten. Si
(Ushercell)
*Comprobado en modelos de animales PVH = Papilomavirus humano
VIH = Virus de inmunodeficiencia humana Fuente de datos para proteccién potencial contra [TS/AVIH: Zeitlin, 2002 (128) INFO Reports

5.7.3 Microbicidas en avanzado desarrollo clinico.
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Son productos farmacéuticos en Fase 11/I1B o Fase Ill, estos ensayos clinicos
estan disefiados para evaluar la efectividad en la prevencion de la infeccion por el VIH-1
en pacientes o participantes voluntarios en cuanto a su seguridad, aceptabilidad y
adherencia al producto (Gali et al. 2010;Kresge 2010;Nicol and Kashuba 2010;Nicol
and Kashuba 2010;Nuttall 2010;Stadler and Saethre 2010).

5.7.4. Resultado de los ensayos clinicos.

A partir de 2005, los ensayos de efectividad para otros cuatro candidatos a
microbicidas han sido completados o cancelados por diferentes razones.
5.7.4.1 HPTN - 035 (Buffer Gel® y PRO 2000).

El 9 de febrero de 2009, los Institutos Nacionales de Salud de los EE.UU.
anunciaron resultados promisorios de un ensayo clinico de dos candidatos a
microbicidas, realizado en sitios mdltiples (Kresge 2010;Nicol and Kashuba
2010;Nuttall 2010).

El estudio (HPTN 035) fue conducido entre febrero de 2005 y septiembre de
2008; y reclutd a 3,099 participantes en Sudéafrica, Malawi, Zambia, Zimbabue y los
E.U, se evaluo la seguridad y efectividad del Buffer Gel® y PRO 2000 , para prevenir la
transmision sexual del VIH-1 de hombre a mujer. El ensayo encontrd que las mujeres a
las que se les ofrecio PRO 2000 gel y condones tuvieron 30% menos infecciones por
VIH-1 que aquellas a las que solamente se les ofrecié condones o condones y un gel
placebo. Mientras que, el Buffer Gel, no redujo el riesgo de VIH-1.

Segun Salim S. Abdool Karim, de la Universidad de KwaZulu-Natal en Durban
(Sudafrica) y responsable de la presentacidn de los datos: “Estos hallazgos proporcionan
la primera sefial de que un gel microbicida podria ser capaz de prevenir la infeccion por

VIH-1 en mujeres. De hecho, para los millones de mujeres que estan en riesgo de
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contraer el virus, sobre todo mujeres jovenes en Africa, existe un rayo de esperanza.
Pero estos hallazgos también indican que se requiere mas investigacion; no podemos
decir todavia que tenemos un microbicida eficaz” (Kalichman et al. 1998;Klebanoff and
Coombs 1991)

5.7.4.2 Sulfato de celulosa.

También conocido como CS, se estudia actualmente como un microbicida en
fase experimental contra el VIH, llamado Ushercell. A finales de enero de 2007, se
reunio el Consejo de Seguridad de Datos y Monitoreo (CSDM) de CONRAD vy, con
base en una revision de datos preliminares, recomendd que se descontinuara el ensayo
de Fase Il del candidato a microbicida Sulfato de Celulosa (SC) en Benin, India,
Uganda y Sudafrica. Los datos preliminares sugieren que el SC podria contribuir a un
mayor riesgo de infeccion por VIH-1. Grupos de cientificos estan luchando para
entender que es lo que esto significa exactamente, dado que 11 ensayos de seguridad
anteriores no habian revelado elemento alguno que causara preocupaciones por la
seguridad (Kresge 2010).

Con un exceso de cautela del lado de la seguridad, el Consejo de Salud Familiar
Internacional, recomendd que el ensayo de SC que se realizaba en Nigeria también
fuera cerrado, aunque la revision que realiz6 el Consejo de Salud Familiar Internacional
de los datos de Nigeria no arrojo evidencia de un mayor riesgo. Ahora sabemos que el
gel de SC no es efectivo contra la infeccion por VIH-1. Los resultados del estudio de
CONRAD sugieren que el uso del gel de SC podria aumentar la susceptibilidad de la
mujer a la infeccion por VIH-1. Por lo tanto, CONRAD y FHI tomaron una decision
correcta al detener el estudio de inmediato, con base en los resultados intermedios.(Nicol

and Kashuba 2010;Nuttall 2010)
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5.7.4.3. SAVVY (C-31G) Biosyn, Inc.

En noviembre de 2005, un comité independiente de monitoreo de datos reviso los
resultados de un estudio en Ghana que mostré que la incidencia del VIH-1 (frecuencia
con las personas se vuelven VIH-1 positivas) era tan baja en el area de ensayo que el
estudio no fue capaz de determinar si usar el gel SAVVY podria realmente reducir la
tasa de transmision del VIH-1. También se observo que hubo un mayor nimero de
mujeres que se infectaron en el grupo que uso SAVVY y comparado con el grupo que
uso placebo aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa porque no puede
concluirse si fue casualidad o el SAVVY incremento el riesgo de infeccion (Feldblum et

al. 2008;Hanna 1999;Peterson et al. 2007).

5.7.4.4. Carraguard.

En un estudio clinico Fase Il conducido entre 2004-2007 que enrolé a 6,202
mujeres participantes en Sudafrica se demostr6 que el Carraguard era seguro y
aceptable para las mujeres, pero no redujo su riesgo de adquirir el VIH-1 (Klebanoff and

Coombs 1991;Klebanoff and Coombs 1991;Moscicki 2008).

5.7.4.5. UC781

Este microbicida fue investigado en Israel por nuestro grupo y publicamos los
resultados de las investigaciones in vitro realizados en el Instituto de Inmunologia
Clinica, R. Ben -Ari y Centro de Investigaciones del SIDA en Israel (Barnard et al.
1997;Borkow et al. 1999;Zussman et al. 2003).

Este microbicida basado en el compuesto quimico denominado Uc781 es

avalado por la Universidad de Pittsburgh y el Instituto para la investigacion en la mujer
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McGee (MWRI) es capaz de inhibir la enzima transcriptasa inversa (RT) al penetrar a
través de la membrana y capside del VIH-1(Borkow et al. 1999;Borkow et al.
1997;Borkow and Lapidot 2005;Borkow et al. 2004;Borkow et al. 2008;Borkow et al.
2007;Borkow et al. 2003;Elechiguerra et al. 2005). Se determind su efectividad como
microbicida al demostrar que era estable administrado intravaginalmente en conejos.
Ademas, se establecid que el UC781 no afecta la flora vaginal, no causa inflamaciéon, no
dafa la mucosa, ni tiene efectos sistémicos colaterales. (Balzarini et al. 1998;Borkow
and Lapidot 2005).

Se realizaron pruebas de bloqueo de VIH-1 libre de células y asociado células en
biopsias de cérvix con UC781 teniendo como resultado el bloqueo del VIH-1 a través de
la biopsia de cérvix, sin ser toxico para el tejido y manteniendo una buena capacidad
para proteger el tejido cervical humano. Por lo tanto, UC781 es un excelente candidato
como microbicida tépico vaginal. (Al-Jabri and Alenzi 2009;Cutler and Justman

2008;McGowan 2006;Rohan and Sassi 2009).

5.8 Los iones de plata, sus usos en medicina

5.8.1 Los iones de plata

La plata tiene diversas aplicaciones en la medicina convencional y se utiliza
como antiséptico, desinfectante y en el tratamiento de quemaduras. Ademas se usa como
medicamento alternativo en forma ingerida para tratar una enorme variedad de
enfermedades (Chaloupka et al. 2010;Elliott 2010;Miller et al. 2010;Moiemen et al.

2010;Spear 2010).
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La plata tiene muchas aplicaciones para la salud. Los usos médicos de la plata
incluyen el antiséptico y el desinfectante. Los iones y nano particulas de plata son
bioactivos, y en suficiente concentracion, aniquilan las bacterias al contacto.

Algunos ejemplos de su uso son:

e Los médicos utilizan productos certificados en una serie de vendajes que
contienen nano particulas de plata para el tratamiento de infecciones externas.

o Las propiedades desinfectantes de la plata se utilizan en aplicaciones médicas
tales como catéteres urinarios y tubos respiradores endotraqueales, con los que se
ha demostrado una reduccion en la incidencia de infecciones urinarias
relacionadas con el catéter y la neumonia asociada con respiradores.

o La plata también se utiliza en superficies y textiles para reducir la propagacion de
infecciones.

Histéricamente, desde la antiguedad la plata coloidal, (una suspension liquida de
particulas microscopicas de plata), ha sido utilizada como un medicamento ingerido para
tratar una variedad de enfermedades (Lara et al. 2009;Lara et al. 2010a).

Para ser eficaces, los iones de plata deben interaccionar con el microorganismo y
penetrar en él. La plata se introduce en el interior de la célula a través de unos
transportadores de metales presentes en su membrana compitiendo con ellos por los
lugares de captacion (Ayala-Nufiez 2009).

Los iones de plata acttan interfiriendo en la permeabilidad gaseosa de la membrana
(respiracion celular) y una vez en el interior de la célula, alteran el sistema enzimatico,
inhibiendo su metabolismo, produccién de energia y modificando su material genético.

El resultado es que el microorganismo pierde rapidamente toda capacidad de crecer y
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reproducirse. De esta manera se evita el desarrollo de microorganismos patdégenos como
Salmonella, Legionella, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, entre otros.

Una de las virtudes de la plata es que constituye un antimicrobiano de amplio
espectro. La plata idnica destruye las bacterias, hongos, virus y protozoos, aunque es
menos activa frente a microorganismos mas resistentes, como las esporas. Ademas, los
estudios revelan que es muy poco probable que los microorganismos desarrollen algin

tipo de resistencia al tratamiento (Ayala-Nufiez 2009).

5.9 La Nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas dedicados al control y
manipulacion de la materia a una escala menor que un micrémetro, es decir, a nivel de
atomos y moléculas (nanomateriales). La manipulacion se establece en un rango de uno
a cien nandmetros. (Aguilella and Alcaraz 2009;das et al. 2009;Fadeel et al.
2010;Klippstein and Pozo 2010;McGee 2009;McNeil 2005;0zpolat et al. 2010;Sandler
2009;Singhal et al. 2010;Swai et al. 2009).

Nano- es un prefijo griego que indica una medida, de manera que la
nanotecnologia se caracteriza por ser un campo esencialmente multidisciplinario, y
cohesionado exclusivamente por la escala de la materia con la que trabaja.

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

conocido en la sociedad (McNeil 2005).
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El ganador del premio Nobel de Fisica (1965), Richard Feynman fue el primero
en hacer referencia a las posibilidades de la nano ciencia y la nanotecnologia en el
célebre discurso que dio en el Caltech (Instituto Tecnologico de California) el 29 de
diciembre de 1959 titulado “En el fondo hay espacio de sobra” (There's Plenty of Room
at the Bottom) (Pierotti et al. 2008).

Pero estos conocimientos fueron mas alla ya que con esto se pudo modificar la
estructura de las moléculas como es el caso de los polimeros que hoy en dia los
encontramos en todos nuestros hogares. Con todos estos avances el hombre tuvo una
gran fascinacion por seguir investigando mas acerca de estas moléculas, ya no en el
ambito de materiales inertes, sino en la budsqueda de moléculas organicas que se
encontrardn en nuestro organismo (das et al. 2009;Fadeel et al. 2010;McGee
2009;McNeil 2005).

La caracteristica fundamental de la nanotecnologia es que constituye un
ensamblaje interdisciplinario de varios campos de las ciencias naturales que estan
altamente especializados. Los fisicos, por ejemplo juegan un importante papel no sélo en
la construccion del microscopio usado para investigar tales fendomenos sino también
sobre las leyes de la mecéanica cuéntica. Alcanzar la estructura del material deseado y las
configuraciones de ciertos atomos hacen jugar a la quimica un papel importante. En
medicina y biologia, las nanoparticulas prometen ayuda al tratamiento de ciertas
enfermedades. Aqui, la ciencia ha alcanzado un punto en el que las fronteras que separan
las diferentes disciplinas han empezado a diluirse, y es precisamente por esa razon por la
que la nanotecnologia también se refiere a ser una tecnologia convergente (Li et al.

2006;McNeil 2005;Morones et al. 2005;0berdorster 2010;Sandler 2009) .
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5.10 La Nanomedicina

Se puede definir como el monitoreo, reparacion, construccion y control de
sistemas biolégicos humanos a un nivel molecular, empleando nanoparticulas,
nanocapsulas y nanoinstrumentos. La nanotecnologia hoy en dia esta siendo utilizada
para manipular biomoléculas relacionadas a enfermedades y padecimientos, para ello se
requiere del disefio y construccion de estructuras y maquinas de muy pequefio tamafio,
no mas grandes que una molécula de ADN. Dentro de las aplicaciones que se han dado a
la nanomedicina podemos mencionar: monitorizacion, reparacion de tejidos, control de
evolucion de las enfermedades, defensa y mejora de los sistemas biolégicos humanos,
diagnostico, tratamiento y prevencién, alivio del dolor, etc.

Otro de los ejemplos de las aplicaciones de la nanomedicina se encuentra el
empleo de las nanocapsulas creadas con materiales conductores y adheridos a la
superficie de tumores, las cuales al ser irradiadas, se calientan y destruyen el tumor.
También se han utilizado nanoparticulas, las cuales se inyectan en el cuerpo y se unen
preferentemente a células cancerosas, definiendo el contorno anatémico de la lesion y
haciéndola visible. A través de estas nanoparticulas se podria monitorear la eficiencia de
la terapia y ver cuando una célula ha sido mortalmente herida o cuando es activada,
también podrian tener como funcion el transporte de medicamentos (Swai et al.

2009;West and Halas 2000).

5.11 Las AgNPs-PVP como bactericidas.
Las nanoparticulas mas prometedoras con propiedades antibacterianas son las
nanoparticulas metalicas, las cuales exhiben una actividad quimica incrementada debido

a una mayor superficie en relacion a su volumen. (Alidaee et al. 2005a;Alidaee et al.
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2005b;Ayala-Nufiez et al. 2009;Kokura et al. 2010;Kumari A et al. 2008;Lowe et al.
1988a;Lowe et al. 1988b;Lu et al. 2008;Sondi and Salopek-Sondi 2004;Starodub and
Trevors 1989).

El estudio de nanomateriales bactericidas es particularmente importante
considerando el reciente incremento en la resistencia de nuevas cepas bacterianas a los
antibioticos, con ese objetivo se han realizado investigaciones de los efectos bactericidas
de los iones metalicos (Ayala-Nufiez et al. 2009;Elechiguerra et al. 2005;Lara et al.

2009;Lara et al. 2010b).

5.12 Las AgNPs-PVP como virucidas, antivirales e inhibidores de fusion.

La interaccion de nanoparticulas con biomoléculas y microorganismos es un
campo de investigacion en expansion. La emergencia de virus resistentes a
antirretrovirales indica la necesidad de nuevos biocidas de amplio espectro. Dentro del
area de la Nanobiotecnologia ha sido poco explorada la interaccion de nanoparticulas
metalicas con los virus del VIH-1. Para conocer el mecanismo de accion antiviral de las
AgNPs-PVP contra el VIH-1 se utilizo un panel de diferentes ensayos in vitro que
incluyen: a) Citotoxicidad CCsp, b) Inhibicion de la infeccion del VIH-1 (ICsp)
incluyendo virus M-Trépicos, T-Tropicos , virus resistentes y no resistentes a
antirretrovirales, c) Inhibicién de infectividad de los iones de plata , d) Inhibicion de la
absorcion viral , d) Ensayo de células fusogénicas , e) Ensayo de la interaccién
gpl120/CD4 por ELISA, f) Ensayo del ciclo replicativo del VIH-1. Los resultados
sugieren que las nanoparticulas de plata actian en una etapa temprana del ciclo

replicativo del virus, como inhibidor de fusion o entrada viral probablemente al unirse a
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la gp120.Siendo su ICsq de 0.44mg/ml. (Elechiguerra et al. 2005;Lara et al. 2009;Lara et

al. 2010b).

Ademas, las nanoparticulas de plata inhiben otras etapas después de la entrada
del virus a la célula huésped, todo lo anterior nos indica que es un agente virucida de
amplio espectro por inhibir un amplio panel de virus, por lo cual no facilmente induce
resistencia y pudiera utilizarse preventivamente contra una amplia variedad de cepas
circulantes de VIH-1. La accidn virucida es debida a las nanoparticulas de plata y no a
los iones de plata contenidos en el medio (Ayala-Nurfiez et al. 2009;Lara et al. 2009;Lara

et al. 2010b).

5.13 Las etapas iniciales de la infeccion del VIH-1 en el tejido cervical humano.

Recientemente para poder dilucidar los eventos iniciales en la infeccién por el
virus del VIH-1 y entender como se establece esta infeccion a través de las relaciones
heterosexuales, se han investigado con la ayuda de los modelos de tejido cervical, como
interactUa el virus con el tejido, que hasta ahora esta interaccion es poco conocida

(Greenhead et al. 2000;Lara et al. 2010b;Zussman et al. 2003).

En este modelo se investigo cual es el papel que desempefia el epitelio y como
funcionan los virucidas tépicos vaginales para proteger contra la infeccion del VIH- 1.
Greenhead y colaboradores demostraron que las células blanco de la infeccion residen
por debajo del epitelio genital, y por lo tanto, el VIH debe atravesar esta barrera para

poder ser capaz de establecer la infeccion (Greenhead et al. 2000).

La activacion inmune debido a inflamacion cronica parece aumentar la infeccion

en las celulas blanco que residen en el subepitelio cervical. Ademas demostraron que las
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células del epitelio genital no son células blanco para la infeccion del VIH, y por lo tanto
no intervienen en la transferencia de los virus infecciosos a través del epitelio y por lo
tanto proveen de una barrera funcional contra la infeccion (Greenhead et al. 2000;Lara

et al. 2010b).

También se pudo comprobar por primera vez que los agentes virucidas como
microbicidas tépicos vaginales son capaces de bloquear la infeccion del VIH a través del
tejido cervical. Los agentes virucidas tienen implicaciones en la salud mundial y asi las
mujeres son provistas de mecanismos eficaces para que se protejan contra la infeccién

del VIH-1 (Lara et al. 2009;Lara et al. 2010a).

5.14 Las nanoparticulas de plata y su absorcion por el tejido

Se ha incrementado el interés sobre la seguridad farmacoldgica del uso de las
AgNPs-PVP. Debido a que los beneficios de las AgNPs-PVP en diversos campos
cientificos se han demostrando continuamente a través del tiempo, por lo tanto, en
estudios previos, se estudio la penetracion de las AgNPs-PVP en tejidos de piel, en un
estudio de difusion en células llamado método Franz en el cual se estudio piel humana

intacta o con heridas.

Los resultados mostraron que las AgNPs-PVP se absorbieron poco a través de la
piel intacta y la dafiada. Las AgNPs-PVP fueron detectadas Unicamente en el estrato
corneo y en la parte méas externa de la epidermis, lo cual fue estudiado por microscopia
electronica. Estos resultados son alentadores para el uso topico de estas nanoparticulas

(Larese et al. 2009)
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6. METODOS

6.1. Origen de los reactivos

Las nanoparticulas que se usaron fueron de 30 — 50 nm de manufactura
comercial. (Nanoamor, Houston, TX). El Stock fue preparado en medio de cultivo
RPMI (Sigma, St. Louis, MO) con suero fetal 10% (FCS). Se realizaron una serie de

diluciones para generar un stock en un rango de 0.05 a 6.0 mg/mL.

Se utilizaron pozos estériles de soporte permeable con membrana de
policarbonato de 12mm con 12 pozos para tratamiento de cultivo de tejido llamadas

camaras Transwell de 3 micras, marca Corning.

6.2. Material bioldgico

Las lineas celulares HeLa-CD4-LTR-B-gal, MT-2, H9" los virus VIH-1;z, VIH-
1ga, VIH-1gcro1, VIH-1gsussnzo, fueron obtenidos a través de programa de referencia
del NIH en los Estados Unidos. Los aislados virales VIH-1g; y VIH-1gen; fueron
aislados de pacientes del Instituto de Inmunologia Clinica y centro de SIDA en Rehovot
Israel, siendo donados por el Dr. Gadi Borkow. Se prepararon alicuotas de
sobrenadantes virales libres de células los cuales fueron utilizados como indculos virales

en medio de cultivo celular RPMI.

Las células MT-2 y H9"fueron preparadas y cultivadas de acuerdo al manual

DAIDS Manual de Virologia de Laboratorios de VIH, version 1997, escrita por la
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Division of AIDS of the National Institute of Allergies and Infectious Diseases and the
National Institute of Health, and Collaborators. Las células MT-2 y H9" fueron cultivas
con RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), con 10% de suero fetal y antibioticos. Todo este
trabajo fue realizado en el laboratorio de Bioseguridad nivel 3 (BSL-3) Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, Departamento de Microbiologia e Inmunologia Universidad

Autonoma de Nuevo Ledn, México.

6.3. Biopsias de cérvix humano.

Se utilizé un método para el estudio in vitro de tejidos del cuello uterino basado
en el cultivo de drganos, desarrollado para estudiar la transmision heterosexual del VIH-
1. Las biopsias de cuello uterino se obtuvieron a partir de mujeres VIH-1 seronegativas,
pre-menopausicas mayores de 45 afios de edad o menos, sometidas a la histerectomia
debido a condiciones médicas no relacionadas con el cuello del Gtero , con un examen
histopatoldgico normal y se les solicito su consentimiento informado. Todos los tejidos
fueron procesados para el cultivo de 6rganos hasta 5 hrs posteriores a la cirugia como
méaximo, tomando piezas de 0.5 x 0.4 x 0.3 cm de los tejidos del cuello uterino que
fueron colocados en las cAmaras Transwell superiores de 12-Pozos, con la capa epitelial
orientada hacia la parte superior, se sellan con agarosa al 3% (Fig. 8 a). Posteriormente
se agregaron las diluciones de Gel Replens en cantidad de 200 uL formulado con
AgNPs-PVP a diferentes diluciones de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 6.0 mg/mL de acuerdo a las
concentraciones necesarias para cada experimento en las camaras superiores del
Transwell, después de 0, 1, 15y 30 minutos de pre-tratamiento el medio en las camaras

superiores que contenia el gel de pretratamiento fue removido para después realizar un
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lavado del tejido en la cAmara superior del Transwell cinco veces con 500 pl de medio
de cultivo. Después de lavar las cAmaras superiores, se agregaron virus VIH-1 libre de
células o asociado a células infectadas (5 x 10 #) suspendidos en 200 pul de medio de
cultivo (Fig. 8 d). En las cémaras inferiores del Transwell se afiadieron (5 x 10 *) de
células diana (MT-2) al momento de la infeccion.

Las camaras inferiores del Transwell contienen células diana MT-2, la mitad de
estas células diana y el medio de cultivo se cambiaron cada 3 dias, y se observaron al
microscopio invertido hasta 10 dias después de retirar la biopsia en la camara superior y
se espero la presencia de sincitios o infectividad del virus de VIH. Para poder descartar
posibles fugas en el sello de la agarosa, al dia 5 del experimento (Fig. 8 c), antes de
retirar la camara superior donde se encuentra el tejido de cérvix se utilizo azul dextrano
que fue afadido a dicha cAmara y su presencia en la camara baja se determino 20 h

después. Los pozos en los que habia una fuga fueron descartadas (Zussman et al. 2003)
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Nanoparticulas de plata
a) ~

Transwell < -

> Agarosa

0000000 CT—

Células indicadoras

Figura 8. a) Modelo de experimentacion de la biopsia de cérvix humano (control

negativo).

a) Control negativo, solo agar. Para descartar alguna filtracion en el sello de
agarosa del modelo de cérvix humano, se agrega el Azul de dextrano en la
camara superior en el dia 6 del cultivo, la presencia 20 horas después del azul
de dextrano en la cdmara inferior invalida el experimento en ese pozo. Esto

se realiza en todo los pozos del modelo.
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b)

Transwell < : = >
<yl Agarosa

0000000 06+—

Células indicadoras

Figura 8. b) Modelo de experimentacion de la biopsia de cérvix humano.

b) Un control negativo, el pozo se prepara con la biopsia de cérvix, no se
aplica tratamiento con el gel formulado con AgNPs-PVP, tampoco se infecta
este tejido con el VIH-1.

Las células indicadoras en la cdmara inferior del Modelo de Cérvix
humano, deberan permanecer negativas, sin sincitios. Si se observaran

sincitios, todo el experimento se descarta.
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C)

VIH-1 libre 6 \

asociado a células

Transwell < : - .
Cervix > Agarosa

0000000 0—

Células indicadoras

Figura 8. ¢c) Modelo de experimentacion de la biopsia de cérvix humano (control

positivo).

C) Control positivo. Este control se prepara en cada experimento o serie de
experimentos, en el pozo se prepara la biopsia del cérvix y se infecta con el
VIH-1 libre de células o el virus asociado a células infectadas cronicamente,
segun el experimento. No se aplica tratamiento del gel con AgNPs-PVP.

Deben observarse sincitios, de no encontrarse sincitios en estas células

MT-2, el experimento se desecha.
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d) Nanoparticulas de plata

VIH-1 libre ¢ \‘\, /_/ en Replens + FCS

asociado a células 0 RPMI + FCS
Transwell < . s X
Cervix. " Agarosa
0000000 GH+—

Células indicadoras

Figura 8. d) Modelo de experimentacion de la biopsia de cérvix humano

(Inhibicion de la infeccion).

d)

La inhibicion de la transmision del VIH-1 a traves modelo del tejido
cervical.

El tejido cervical es pretratado con AgNPs-PVP en diferente dosis
formuladas en gel Replens o0 RPMI con FCS al 10%, posteriormente a los 2
min se lava el tejido 3 veces y se aplica el VIH-1. La transmision de la
infeccion a través del tejido cervical se determina por la formacion de
sincitios en las células blanco MT-2, que son contabilizados en la parte
inferior del modelo. Siempre se preparan con controles positivos y

negativos.
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6.4 Estudio histopatoldgico de la biopsia del cérvix humano por tincion de

hematoxilina y Eosina.

La tincion de hematoxilina y eosina es el método mas popular de tincion
utilizado en histologia y medicina diagnostica. Después de sumergir los preparados
histoldgicos en xilol para eliminar los excesos de parafina, se pasaron por una serie de
alcoholes (100°, 95° y 70°), posteriormente se sumergieron en agua para eliminar exceso
de alcohol, y se sumergi6é en hematoxilina por 10 minutos, luego se lavd con agua para
eliminar exceso de tincién y se paso rapidamente por alcohol acido. Después de lavar
nuevamente se sumergid 30 segundos en la tincion de eosina. De nuevo se pasd en
alcohol en orden creciente (70°, 95° y 100°). Finalmente se dejo por 10 minutos en xilol,

antes de realizar el montaje final.

6.5. Ensayos de citotoxicidad

El efecto de varias concentraciones de nanoparticulas de plata con las que fueron
tratas las biopsias de tejido de cérvix humano por 48 horas, posteriormente fueron
examinadas por histoquimica para buscar efectos de toxicidad en la biopsia buscando
cambios morfologicos e histopatologicos, como edema en el tejido tratado con el gel,

utilizando la tincién de contraste en la técnica de Hematoxilina — eosina.

Ademas en otro estudio se cuantifico la viabilidad de las biopsias de cérvix
humano después de 24 hrs de expuestas a 0.6 mg/ml y 0.3 mg/ml de nanoparticulas de
plata usando CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega G7572) .Se
utilizaron platos para microtitulacion los cuales fueron incubados a 37°C y 5% de CO2

de atmosfera humificada por 24 hrs. Todos los ensayos se realizaron teniendo un control
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positivo y un negativo. El ensayo fue realizado de acuerdo al protocolo del reactivo. Las
Microplacas del luminometro Veritas que fueron utilizadas para este estudio, son de

Turnes Biosystems (modelo 9100-002).

La citotoxicidad fue evaluada en base al porcentaje de células vivas tomando en

cuenta el control positivo (células sin tratamiento).

6.6. Formulacion de AgNPs-PVP del gel no-espermicida.

El Gel Replens/ AgNPs-PVP esta compuesto por un gel no-espermaticida Re(3%
glicerina, 0.08 acido ascorbico, 1% carbopol 949, 4% de parafina liquida y 16% de 1N

NaOH). Con AgNPs-PVP (0.5 mM, 1 mM, 2.5 mMy 3 mM.

6.7 Proteccion de las AgNPs-PVP en modelo de cultivo de 6rgano de Cérvix
humano contra la infeccion de del virus VIH- 1 libre de células y

asociado a células.

En el modelo de biopsia de cérvix se agregaron por la camara superior, medio
RPMI (control positivo) y medio RPMI con 0.1 o 0.15 mg/mL de AgNPs-PVP por 20
minutos como pretratamiento. Posteriormente este medio con AgNPs-PVP fue
removido para después realizar un lavado del tejido en la cdmara superior del Transwell
cinco veces con 500 ul de medio de cultivo. Después de lavar las camaras superiores, se

agregaron virus VIH-1 libre de células suspendidos en 200 ul de medio de cultivo
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(Fig. 8 d). Enlas camaras inferiores del Transwell se afiadieron (5 x 10 %) de células
diana (MT-2) al momento de la infeccion.

Las camaras inferiores del Transwell contienen las células diana MT-2, la mitad
de estas células diana y el medio de cultivo se cambiaron cada 3 dias, y se observaron al
microscopio invertido hasta por 10 dias después de retirar la biopsia en la camara
superior y se espero la presencia de sincitios o infectividad del virus de VIH. Para poder
descartar posibles fugas en el sello de la agarosa, al dia 5 del experimento (Fig. 8 c),
antes de retirar la camara superior donde se encuentra el tejido de cérvix se utilizo azul
dextrano que fue afiadido a dicha camara y su presencia en la cAmara baja se determind
20 h después. Los pozos en los que habia una fuga fueron descartadas (Zussman et al.

2003)

6.8 Tiempo minimo de exposicion AgNPs-PVP para conferir proteccion al

tejido en el modelo de cérvix humano.

Para definir el tiempo minimo de exposicion requerido para proteger al tejido en el
modelo cervical humano, se preparo a una concentracion de 0.15 mg/ml de
nanoparticulas de plata diluida un medio DMEM que se aplicaron a las biopsias en
diferentes tiempos de 1 min, 15 min y 30 min, posteriormente, las AgNPs-PVP fueron
removidas con tres lavados, y se agrega el virus de VIH-1 asociado a células

crénicamente infectadas.

Las células blanco de VIH-1 (MT-2) fueron colocadas en el pozo inferior del

modelo de cérvix humano para valorar la inhibicién de la transmision de la infeccion.
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El medio de cultivo de las células blanco, fue cambiado parcialmente cada 3 dias

y monitoreado durante 15 dias.

Las biopsias fueron retiradas de las celdas superiores el dia 6 después de
iniciado el experimento, agregando el dia 5 Azul de dextrano (Sigma) por 20 hrs para

comprobar el buen sellado de la agarosa con la que fue fijada inicialmente.

(Borkow et al. 2004;Borkow et al. 2003).

6.9 Tiempo méaximo de proteccion de las AgNPs-PVP contra el VIH-1.

Para poder definir el tiempo de proteccion del tejido se aplico por 20 min un
pretratamiento con AgNPs-PVP (0.1 y 0.15 mg/mL), posteriormente se removieron las
nanoparticulas y se aplicaron lavados 3 veces. Después de los lavados se infecto el tejido
cervical a diferentes tiempos (1 min, 24h, 48h, 72h). Para después contabilizar la
infeccion transmitida al pozo inferior y conocer cuanto tiempo quedo el tejido protegido

después del pretratamiento y los lavados.

6.10. Analisis estadisticos
Las graficas de los ensayos fueron realizadas con el programa estadistico
SigmaPlot 10.0, cada barra representa la media £ la media del error estandar de tres

experimentos independientes hechos cada uno por duplicado.
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7. RESULTADOS

7.1. La toxicidad de la AgNPs-PVP al tejido cervical

Para determinar la toxicidad de la AgNPs-PVP  realizamos estudios
histopatoldgicos del estroma cervical por hematoxilina - Eosina. Primero tratamos el
tejido ectocervical con 0.6, 0.3, 0.15, 0.1, y 0.05 mg/mL de AgNPs-PVP por 48 horas.
La concentracion utilizada de 0.3mg/ml no induce inflamaciéon aguda, edema, o muerte
celular en las biopsias, comparado con los controles negativos sin tratamiento con
AgNPs-PVP. El tejido cervical incubado con 0.15 mg/ml de AgNPs-PVP por 48 horas
mostro una pequefia infiltracion linfoide (fig.9.b) y no se observo dafio celular.

Tambien evaluamos la viabilidad basada en el porcentaje de células vivas
relativas al control positivo del tejido cervical (cantidad de ATP de células viables con
un ensayo basado en luciferasa) después de 24 horas de incubacién con altas
concentraciones de AgNPs-PVP de 0.3 mg/mL. 0.6 mg/mL y 0.15 mg/mL, la
citotoxicidad celular fue de 23 % con 0.6 mg/ml de AgNPs-PVP, y de 20% con
0.3mg/ml de AgNPs-PVP, formulado en el Gel Replens de 5% y Raft-medio de

18%.(Fig.10).
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10x 40x

Sin tratamiento

0. 15 mg/mL de
__ AgNPs-PVP

Figura 9. Estudio histopatolégico del tejido de cérvix humano sin tratamiento con AgNPs-

PVP

El epitelio escamoso y el estroma del tejido ectocervical no fueron expuestos en forma
topica al gel Replens formulado con 0.15 mg/mL de AgNPs-PVP por 48 h. Las biopsias
ectocervicales de 5 mm de didmetro fueron tratadas con gel Replens solo como control positivo.
Después de 48 h en incubadora a 37° C, los tejidos se lavaron y fijados en parafina,
posteriormente fueron tefiidos con colorante de Hematoxilina y Eosina

No se observa edema agudo en el estudio histopatolégico. Las flechas indican la
presencia de linfocitos observados. Se observa ligera linfoproliferacion en la biopsia tratada con
AgNPs-PVP.
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7.2. Inhibicion de la infeccién del virus libre de células o asociado a células.

Para evaluar el efecto de AgNPs-PVP formuladas en gel Replens se expuso el
tejido cervical a las AgNPs-PVP con o sin Gel Replens para neutralizar la transmision
de la infeccién de VIH-1 como se determino por formacion de sincitios con células
MT?2. El resultado demostrd que con tan solo 2 minutos de pre-tratamiento con 0.025 a
0.15mg/mL de nanoparticulas de plata en gel Replens obtuvimos una proteccién del
tejido cervical contra la infeccion del virus de VIH-1jg. Ademas las AgNPs-PVP
neutralizaron por completo la transmisién de la infeccion de VIH-1 asociado a células
H9+ a través del tejido cervical usando gel Replens con 0.05mg/ml de AgNPs-PVP.
Las nanoparticulas AgNPs-PVP confirieron una proteccion parcial cuando fueron

mezcladas Unicamente en medio de cultivo a la dosis de 0.05mg/ml (Fig. 11).

Tambien se evalud el tiempo necesario para reducir la transmision de VHI-1
usando 0.025 a 0.15 mg/ml de AgNPs-PVP que resulto en un 100% de proteccién
usando 0.15 mg/ml de AgNPs-PVP a partir de 1 minuto hasta 30 minutos, no
encontramos ninguna toxicidad en el tejido cervical después de 48 horas de incubacion
con 0.15mg/ml de AgNPs-PVP. Ademas las AgNPs-PVP neutralizaron completamente
el VIH-1 g a través de cultivo de tejido cervical, asi como de transmision VIH-1
asociado a células H9+. La concentracion de AgNPs-PVP fue de 0.15 mg/ml por 48
horas causando inhibicion de la infeccion viral como es determinado por la formacién
de sincitios en la parte baja de la camara en el modelo de cultivo cervical. En todos los

casos las AgNPs-PVP protegieron al cérvix de la infeccion por VIH-1 (Fig.11).
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Figura 11. Inhibicion de la transmision del VIH-1 por las AgNPs-PVP con gel

Replens utilizando el modelo de cultivo cervical humano.

En la cdmara superior del pozo del modelo de cultivo cervical humano se coloca
la biopsia cervical posteriormente se aplica pretratamiento por 2 min a diferentes
concentraciones con AgNPs-PVP (0.0, 0.025, 0.05, 0.1 and 0.15 mg/mL), formulado en
RPMI con FCS 10%, También como control se agrega el medio RPMI sin AgNPs-PVP.
Después de remover el gel y lavar la biopsia, ésta se infecta con virus libre (VIH-15)
[(5 x 10° TCIDsp)] 0 virus asociado a células (H9*) (5 x 10°). Para evaluar la inhibicién
de la transmision de la infeccion del VIH-1, se cultivaron células indicadoras (MT-2) en
la cdmara inferior, donde se cuantificd la formacion de sincitios por diez dias. Las
graficas muestran la media * la desviacién estandar de tres experimentos por separado.

Las graficas fueron creadas utilizando el programa de SigmaPlot 10.0

83



2min de pre-tratamiento del cervix

@

o

< 0.15mg/mL] H

9 g

o

O

@

% 0.10mg/mL] |

e ...

]

o

2 0.05mg/mL | —

) _________m

&

=0

2

T 0025mg/mL, H

& -

|

4]

Z T T T T T
0 20 40 60 80 100

% Inhibicidn de la infeccion

Il Ho LT B
Figura 12. Inhibicién de la transmision del VIH-1 sin gel Replens utilizando el

modelo de cultivo cervical humano.

En la cAmara superior del pozo del modelo de cultivo cervical humano se coloca
y sella la biopsia cervical posteriormente se aplica pretratamiento por 2 min a diferentes
concentraciones con AgNPs-PVP (0.025, 0.05, 0.1 and 0.15 mg/mL) el cual no es
formulado en gel Replens y ademas sin AgNPs-PVP como control. Después de remover
las AgNPs PVP y lavar la biopsia, ésta se infecta con virus libre (VIH-1,,8) [(5 x 10°
TCIDs)] o virus asociado a células (H9") (5 x 10°). Para evaluar la inhibicion de la
transmision de la infeccion del VIH-1, se cultivaron células indicadoras (MT-2) en la
camara inferior, donde se cuantifico la formacion de sincitios por diez dias. Las graficas
muestran la media = la desviacion estandar de tres experimentos por separado. Todas las

gréficas fueron creadas utilizando el programa de SigmaPlot 10.0
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7.3. Tiempo minimo de exposicion de las AgNPs-PVP necesarios para conferir

proteccion contra VIH-1.

Para examinar el potencial de las AgNPs-PVP como agente topico protector de la
mucosa cervical contra la transmision de la infeccion de VIH-1, se utilizo un cultivo de
modelo de érgano de tejido cervical escamoso in vitro. La exposicion del tejido cervical
a las AgNPs-PVP neutralizo totalmente la transmision de VIH-1, como se determino
por formacion de sincitios en las células MT2. Como se demuestra en la (Fig. 13), el pre
tratamiento del tejido del cérvix con 0.15mg/ml de AgNPs-PVP fue de tan solo por un
minuto, y después de 3 lavados, confirié la neutralizacion total de la transmision de

virus de VIH-1 5 a través del cultivo de tejido de cervix.
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Figura 13. Tiempo necesario para conferir proteccion contra la transmision de la
infeccion del VIH-1 a traves del tejido cervical por parte de las AgQNPs-PVP

Las biopsias de tejido cervical humano fueron pretratadas por 1, 15 y 30 minutos
con una aplicacion tépica de AgNPs-PVP a una dosis de 0.1 0 0.15 mg/mL. Después de
haber removido las AgNPs-PVP y lavado el tejido cervical, se agregaron los virus
asociados a células (H9") (5 x 10°) en la camara superior del modelo de cultivo. Se
cultivaron células indicadoras (MT-2) en la camara inferior para poder cuantificar por

medio de sincitios la inhibicion de la infeccion por VIH g,

Las graficas muestran la media + la desviacion estandar de tres experimentos por

separado. Las graficas fueron creadas utilizando el programa de SigmaPlot 10.0
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7.4.- Duracidn de la proteccion de las AgNPs-PVP para la infeccion de VIH-1.

El pre-tratamiento del tejido con 0.1 y 0.15 mg/ml de las AgNPs-PVP por 20
minutos y después de remover las nanoparticulas con un lavado exhaustivo se
consiguid la inhibicion de la transmision de VIH-1 aun cuando el tejido fue expuesto al
virus VIH-1 después de haber sido removido totalmente las nanoparticulas protegiendo
aun después de 48 horas. . Observamos que después de 48 horas de tratamiento con
0.15mg/ml de AgNPs-PVP se confirié una total proteccion de la transmision al VIH-1
(fig.5) indicando un efecto protector contra la infeccion en la biopsia de cérvix por las

AgNPs-PVP.
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Figura 14. Tiempo necesario para conferir proteccion contra la transmision de la
infeccion del VIH-1 a traves del tejido cervical por parte de las AgNPs-PVP.

Las biopsias de tejido cervical humano fueron pretratadas por 1,15 y 30 minutos
con una aplicacion topica de AgNPs-PVP a una dosis de 0.1 0 0.15 mg/mL. Después de
haber removido las AgNPs-PVP y lavado el tejido cervical, se agregaron los virus
asociados a células (H9") (5 x 10°) en la camara superior del modelo de cultivo. Se
cultivaron células indicadoras (MT-2) en la camara inferior para poder cuantificar por

medio de sincitios la inhibicion de la infeccion por VIH g,

Las graficas muestran la media + la desviacion estandar de tres experimentos por

separado. Las graficas fueron creadas utilizando el programa de SigmaPlot 10.0
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8. DISCUSION

El desarrollo de microbicidas topicos que sean no tdxicos y efectivos contra la
transmision de la infeccion tanto del virus libre como del virus asociado a células
infectadas, que posean ademas un efecto antiviral de accion prolongada en el tejido
cervical tratado con el medicamento (Terrazas-Aranda et al. 2008;Weeks et al. 2004) y
gue su accién antiviral sea de forma rapida (Klasse et al. 2008), son las propiedades
necesarias para la prevencion de la transmision del VIH-1 en el transcurso de las

relaciones sexuales.

Para que se inhiba la transmision de la infeccion in vivo, tal vez se requiera en un
futuro de una combinacidén de agentes microbicidas que tengan la capacidad de ser
antivirales de amplio espectro y que ademas no permitan el desarrollo de cepas de VIH-

1 resistentes a estos microbicidas (Sexton et al. 2009).

La forma de la transmision de la infeccion del VIH-1 en el tejido cervical
humano, las principales células blanco que interactian en la transmision de la infeccién
del VIH-1, residen por debajo del epitelio genital. Por consiguiente el VIH-1 debe cruzar
esta barrera epitelial para poder establecer la infeccidn. Se a observado que la presencia
de inflamacién en el tejido cervical produce de forma secundaria una activacion inmune

lo cual predispone al establecimiento de la infeccion por VIH-1 en las células blanco que
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se encuentran localizadas en el estroma subepitelial cervical (Greenhead et al. 2000).
Consecuentemente al aplicar en las células epiteliales genitales un microbicida que actia
como potente virucida, provee a este tejido una barrera importante contra la transmision

de la infeccion, inactivando al VIH-1 a través del tejido cervical (Lara et al. 2010b).

En el primer estudio sobre las nanoparticulas de plata y su interaccion contra el
VIH-1 se utilizaron diferentes agentes estabilizantes de nanoparticulas, uno de ellos fue
el polimero polivinilpirrolidona (PVP), los cuales no influyeron en la inhibicion viral

(Elechiguerra et al. 2005).

El mecanismo de accion antiviral de las AgNPs-PVP como virucida ha sido
establecido previamente por Lara et al. 2010b. Demostrando en pruebas in vitro lo

siguiente:

a) las AgNPs-PVP inactivan el VIH-1 bloqueando la entrada del virus
inhibiendo de la interaccion gpl120-CD4. b) Las AgNPs-PVP (1.0-2.5 mg/mL)
bloquean eficientemente en forma de dosis respuesta la fusion de las células HL2/3 y las
células HeLa CD4. c) Las AgNPs-PVP actdan como virucida contra el virus libre de
células y el asociado a células (cepas clinicas, cepas de laboratorio, cepas tanto M
tropicas como T tropicas, y cepas de VIH-1 resistentes a medicamentos). d) Las AgNPs-
PVP son virucida efectivos debido a que inactivan rapidamente las proteinas
glicociladas del VIH-1, siendo su mecanismo de accion inhibir desde la entrada o fusion

hasta otras etapas después de entrar el virus a la célula huésped (Lara et al. 2010b).

Debido a lo anteriormente expuesto se probaron las AgNPs-PVP como

microbicidas topicos en un modelo de cérvix humano. Las AgNPs-PVP en este estudio

90



que fueron disueltas en gel Replens, resultaron més efectivas como virucida comparadas
con las AgNPs-PVP sin gel Reples. Esta mejoria en la efectividad de la formulacion con
el gel Replens es debido a su composicion farmacologica, la cual difunde
homogéneamente los medicamentos, incluyendo en este caso a las AgNPs-PVP, ya que
sin el Gel Replens no tiene estas caracteristicas de homogeneizar (Fig. 3) (Greulich et

al. 2009).

Se demostrd con estos resultados que el pretratamiento de los tejidos cervicales
humanos con AgNPs-PVP neutralizé la transmision del VIH-1 (VIH-;8 Y VIH-az1rV),
a una dosis de 0.15 mg/mL de AgNPs-PVP, y de igual forma inhibid la transmision de la
infeccion del VIH-1 asociado a células infectadas. La inhibicion de la entrada del VIH-
1 a la célula huésped probablemente se debid a la interaccion de las AgNPs-PVP que
bloquean las glicoproteinas gp120 de la membrana viral de los virus T y M tropicos

como fue demostrado in — vitro previamente Lara et al. 2010b.

Se observé por histopatologia que en el tejido tratado a una dosis de 0.15 mg/mL
de AgNPs-PVP se produjo linfoproliferacion en comparacion con el control del tejido
cervical que no se tratd con las AgNPs-PVP (Fig.2A) (Gougeon and Piacentini
2009;Lara et al. 2009;Lara et al. 2010b;Poon and Burd 2004;Tian et al. 2007;Wright et

al. 2002).

Se demostr6 que a elevadas concentraciones de AgNPs-PVP (0.6 mg/mL) la
citotoxicidad afecta a un pequefio nimero de poblacion celular del tejido, ya que afecto
la viabilidad en 23%, comparado con la biopsia que no fue tratada con AgNPs-PVP que

se utilizo de control (Fig. 2).
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Un microbicida vaginal topico idoneo debe actuar de forma rapida (Klasse et al.
2008), nosotros comprobamos que se requiere de un minuto después de la aplicacién
topica como pretratamiento al tejido cervical con las AgNPs-PVP (0.15 mg/mL) para
que el tejido cervical quede protegido contra la transmision de la infeccion del VIH-1
tanto de virus libre de células como del virus asociado a células infectadas (Fig. 4) (Lara

et al. 2010b).

Utilizando en esta investigacion el modelo cervical humano, se pudo evaluar la
efectividad antiviral en el tejido a largo plazo de las AgNPs-PVP, lo cual es un factor
farmacodindmico muy importante para el desarrollo de un microbicida tépico vaginal
idoneo, este parametro nos ayuda a elegir los medicamentos topicos mas efectivos y se
define como el tiempo durante el cual se suprime la infeccion del VIH-1 después de una
breve exposicion topica en el tejido cervical humano por parte de un microbicida
vaginal. EI microbicida idoneo permanece efectivo varias horas después de la aplicacion
topica (Mauck et al. 2001), en esta investigacion, la transmision de la infeccion del VIH-
1 a través del tejido cervical humano fue inhibida por 48 horas cuando se aplicaron

topicamente las AgNPs-PVP (0.15 mg/mL) (Fig. 5) (Lara et al. 2010b).

La dosis de AgNPs-PVP 0.15 mg/mL representa la cantidad requerida para la
inhibicidn de la transmision de la infeccion del VIH-1 aun después de 48 horas de
haberse removido el compuesto del tejido (Fig. 5). Comparado con otros microbicidas
como Carraguard, Savvy, Buffer Gel, PRO-2000,Ushercell en investigacion las AgNPs-
PVP tiene un tiempo de proteccion duradero en el tejido cervical humano, como es el
caso de un microbicida que actualmente se encuentra en etapas clinicas de investigacion,

el Uc781 (Collins et al. 2000;Dezzutti et al. 2004;Zussman et al. 2003).
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9.0 Conclusiones

La formulacion de las AgNPs-PVP probablemente sea el primer microbicida de
amplio espectro virucida (Lara et al. 2010a), bactericida (Ayala-Nufiez 2009; Lara et al.
2009) y con propiedades anti-inflamatorias para el tejido cervical humano (Bhol and

Schechter 2005;Lara et al. 2009; Lara et al. 2010b;Tian et al. 2007)

Nuestros resultados demuestran que las AgNPs-PVP funcionan como potentes
microbicidas con propiedades virucida, que son capaces de prevenir la transmision de la
infeccion del VIH-1 a través de un modelo cultivo de érgano cervical humano a dosis
dentro del rango no toxico (Lara et al. 2010b), actuando al minuto de aplicacion.
También se comprob6 que la proteccién contra la infeccion permanecio en el tejido
durante 48 horas, esta capacidad de proteger el tejido cervical humano por largos
periodos de tiempo es un atributo farmacolégico muy importante para un microbicida

idoneo de uso tépico (Weeks et al. 2004).

Es recomendable que en las proximas investigaciones de las AgNPs-PVP como
microbicidas vaginales topicos, se descarten otros efectos secundarios que pudieran
tener estas AgNPs-PVP (genéticas, reproductivas, carcinogénicas) y ademas de los
efectos a largo plazo como pudieran ser la evaluacion de estudios de hipersensibilidad y

fotosensibilidad (McGowan 2006).
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PVP-coated silver nanoparticles block the
transmission of cell-free and cell-associated HIV-1
in human cervical culture
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Abstract

Background: Previous in vitro studies have demonstrated that polyvinylpyrrolidone coated silver nanoparticles (PVP-
coated AgNPs) have antiviral activity against HIV-1 at non-cytotoxic concentrations. These particles also demonstrate
broad spectrum virucidal activity by preventing the interaction of HIV-1 gp120 and cellular CD4, thereby inhibiting
fusion or entry of the virus into the host cell. In this study, we evaluated the antiviral activity of PVP-coated AgNPs as a
potential topical vaginal microbicide to prevent transmission of HIV-1 infection using human cervical culture, an in vitro
model that simulates in vivo conditions.

Results: When formulated into a non-spermicidal gel (Replens) at a concentration of 0.15 mg/mL, PVP-coated AgNPs
prevented the transmission of cell-associated HIV-1 and cell-free HIV-1 isolates. Importantly, PVP-coated AgNPs were
not toxic to the explant, even when the cervical tissues were exposed continuously to 0.15 mg/mL of PVP-coated
AgNPs for 48 h. Only 1 min of PVP-coated AgNPs pretreatment to the explant was required to prevent transmission of

evidence of cytotoxicity observed in the explants.

HIV-1. Pre-treatment of the cervical explant with 0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs for 20 min followed by extensive
washing prevented the transmission of HIV-1 in this model for 48 h.

Conclusions: A formulation of PVP-coated AgNPs homogenized in Replens gel acts rapidly to inhibit HIV-1
transmission after 1 min and offers long-lasting protection of the cervical tissue from infection for 48 h, with no

Based on this data, PVP-coated AgNPs are a promising microbicidal candidate for use in topical vaginal/cervical agents
to prevent HIV-1 transmission, and further research is warranted.

Background

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), the dis-
ease caused by human immunodeficiency virus (HIV), is
responsible for over two million deaths per year. Highly
active anti-retroviral therapy (HAART), a treatment regi-
men that employs a cocktail of drugs to suppress HIV
infection, has significantly improved the quality of life
and life expectancy of millions of HIV-infected individu-
als. Numerous HIV-infected individuals are currently
treated with HAART, and these individuals harbor
chronic long-term infection; as a result, HIV eventually
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develops resistance to these drugs, resulting in a need to
change medication regimens and a subsequent increase
in the cost of treatment [1].

Worldwide, nearly half of all individuals living with HIV
are females who have acquired the virus through hetero-
sexual exposure [2]. Although the use of prophylactic
agents during sexual intercourse can reduce the transmis-
sion of HIV-1, this option is not always feasible for many
women due to limited economic options and gender
inequality. Women cannot reliably negotiate the use of
condoms with their sexual partners [3-5], which leaves
them vulnerable to unwanted pregnancy and sexually
transmitted infections (STIs), including HIV [6,7].

Consequently, women urgently need infection preven-
tion technology [8] that is within their personal control
[9,10]. As the clinical deployment of a safe and effective
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HIV vaccine is likely to be years away, topical microbicide
formulations that are applied vaginally or rectally are
receiving increasing attention as an alternative strategy
for HIV prevention [11,12].

Infection prevention agents, such as vaginal microbi-
cides, must be controlled by women [13] and provide a
defense against HIV infection. As such, a contraceptive
microbicide could help prevent unintended pregnancies
worldwide. To be a microbicide, these agents must be safe
and effective [14] following vaginal or rectal administra-
tion [15], should cause minimal or no genital symptoms
following long-term repeated usage [16], should act rap-
idly and should offer long-lasting protection from infec-
tion [17].

However, proper evaluation of the efficacy of such
agents in blocking HIV infection of female genital tissue
has been hampered by the lack of appropriate experimen-
tal models [18].

Previously demonstrated with a cervical tissue model,
the major target cells of infection reside below the genital
epithelium. As a result, HIV must cross this barrier to
establish infection. Immune activation due to inflamma-
tion secondary to venereal diseases enhances HIV infec-
tion of subepithelial cells, suggesting that genital
epithelial cells are not susceptible to HIV infection and
play no part in the transfer of infectious virus across the
epithelium. As a result, these cells may provide a barrier
to infection. They also demonstrated that virucidal agents
designed for topical vaginal use block HIV infection of
genital tissue. Such agents have major implications as
microbicides [18].However the application of microbi-
cides directly to the cervical tissue can damage commen-
sal vaginal flora and result in increased inflammation,[19]
leaving women susceptible to opportunistic infections
and HIV acquisition [20-22]. Therefore, it is necessary
that a microbicidal agent possess virucidal, bactericidal,
and anti-inflammatory activities. In addition, the treat-
ment of sexually transmitted diseases may decrease the
infectivity of HIV-seropositive women by reducing their
exposure to HIV-1 in genital secretions [20].

Ideally, a retrovirucidal agent should fulfill several
requirements. First, it should act directly on the virus.
Dideoxynucleoside antivirals, such as AZT, require cellu-
lar metabolic activation and are, therefore, of little use in
this respect. Second, a retrovirucide should act at replica-
tion steps prior to the integration of proviral DNA into
the infected host cell's genome. Although protease inhibi-
tors prevent maturation of newly synthesized viral parti-
cles, they are ineffective against pre-existing HIV
infection. Third, a retrovirucide should be able to be
absorbed by uninfected cells and provide protection from
infection by the residual active virus [23,24].

Silver ions have demonstrated activity against both bac-
teria and viruses. For example, AgNO, has been widely
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used as a cauterizing agent for patients with aphthous
stomatitis [25,26], as a treatment of epistaxis in children
[27], and to stanch hemorrhages in cervices following
biopsies [28]. Additionally, AgNO; has been used to pre-
vent gonococcal ophthalmia neonatorum in newborns
for centuries [29]. Other agents derived from silver, such
as silver sulfadiazine (AgSD) cream, have been used by
physicians as topical treatments for burn wounds for the
past 60 years. During these treatments, erythema
decreases, whereas the expression of matrix metallopro-
teinases (MMPs) increases. This combination reduces
chronic inflammation without altering the patients' resis-
tance to bacteria and, importantly, does so without
inducing scars.

Recent advances in nanotechnology have resulted in
the ability to produce pure silver as nanoparticles [30-35],
which are more efficient against HIV than silver ions
(AgSD and AgNO,) [36]. In addition, silver ions, silver
nanoparticles and silver nanocrystals are able to reduce
inflammation by altering the levels of cytokines involved
in the wound-healing process [37,38]. Decreased levels of
IL-10 and IL-6 may be important in preventing the for-
mation of scars during wound repair [37]; as such, silver
nanoparticles may represent a possible microbicide alter-
native for the treatment of HIV-1 [39-42].

According to our previous in vitro results, polyvi-
nylpyrrolidone coated silver nanoparticles (PVP-coated
AgNPs) inhibit HIV-1 infection (regardless of viral tro-
pism or resistance profile) by binding to gp120 in a man-
ner that prevents CD4-dependent virion binding, fusion,
and infection. As such, PVP-coated AgNPs block HIV-1
cell-free and cell-associated infection and act as a viru-
cidal agent. As previously described, PVP-coated AgNPs
are an interesting virucidal candidate.

Therefore, we investigated the antiviral potency of
PVP-coated AgNPs in an in vitro human cervical tissue-
based organ culture that simulates in vivo conditions [36].
We chose this model, as it included all of the natural
architecture found in vivo: stratified squamous epithe-
lium, submucosa, and immune cells (Fig. 1) [23,24,43].
This model has been used to quantify inhibition of HIV
infection transmission throughout a cervical explant in a
non cytotoxic range of microbicide. In addition, this
model is useful for delimiting the time needed to observe
antiviral activity and for defining the duration of protec-
tion rendered against infection after application of the gel
on human tissue.

Results

Toxicity of PVP-coated AgNPs to the cervical tissue

To determine the toxic effect of PVP-coated AgNPs, we
analyzed the cervical stroma using hematoxylin and eosin
staining. First, we treated ecto-cervical tissues with 0.6,
0.3, 0.15, 0.1 and 0.05 mg/mL PVP-coated AgNPs for 48
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Figure 1 Human cervical culture model. a) To rule out possible leaks in the agarose seal, Dextran blue was added to the upper chamber on day 6
of culture, and its presence in the lower chamber was determined 20 h later to all Transwells used in the experiments and negative control well with
agarose only, b) other negative control with tissue alone without treatment and without challenge with virus and c) positive control well with tissue
alone infected with only with HIV-1 virus. d) Inhibition of HIV-1 transmission, Cervical tissue is treated with PVP-coated AgNPs at different concentra-
tions in a Replens gel or RPMI + 10% FCS media, which was then infected with HIV, 5. HIV transmission or inhibition of transmission across the mucosa
was determined in the lower chamber by formation of syncytia using indicator cells (MT-2).

h. The highest dose of PVP-coated AgNPs (0.6 mg/mL)
did not cause an acute inflammatory response in the cer-
vical explant or induce cell death, as determined by the
histopathology with no signs of cell damage (no edema,
eosinophils or apoptosis). Compared to the negative con-
trol (no treatment), cervical tissue that had been incu-
bated with 0.6, 0.3, 0.15, 0.1, and 0.05 mg/mL PVP-coated
AgNPs for 48 h showed mild lymphoid infiltration com-
pared with the negative control (Fig 2a).

Next, we evaluated cell viability after 24 h of treatment
with various concentrations of PVP-coated AgNPs (0.6,
0.3, 0.15, 0.1 and 0.05 mg/mL) by comparing the percent-
age of viable cells in the cervical tissue without treatment
with PVP-coated AgNPs, relative to the positive control,
which was measured as the amount of ATP released from
viable cells using a luciferase-based assay. The values of
PVP-coated AgNPs chosen for toxicity studies exceeded
the amount necessary to inhibit transmission of HIV-1
infection in vitro trough the cervical explant [36]. Treat-
ment with 0.3 mg/mL PVP-coated AgNPs was cytotoxic
in only 20% of the cells of the cervical explant, whereas a
dose of 0.6 mg/mL was cytotoxic to 23% of the cells. PVP-
coated AgNPs formulated in Replens gel inhibited cell
viability by 5%, and Raft-media was cytotoxic to 18% of
cells (Fig. 2b). Raft-media has many antibiotics, which,
when combined, result in cytotoxicity.

Inhibition of cell-free and cell-associated HIV-1 viral
infection in the presence or absence of Replens gel

Results showed that two minutes of pre-treatment of the
cervical explant with 0.025 to 0.15 mg/mL of PVP-coated
AgNPs formulated in the Replens gel protected the cervi-
cal tissues from HIV-1,;; infection; this inhibitory effect
was independent of the effect of the Replens gel alone. In
addition, PVP-coated AgNPs with or without the Replens
gel completely neutralized cell-free and cell-associated
HIV-1 transmission of infection through cervical tissues
at a dose of 0.15 mg/mL, although a similar result was
obtained at doses of 0.1 and 0.05 mg/mL Replens gel con-
ferred protection in a dose-dependent manner, inhibiting
infection associated with the (H9+) cells more efficiently
than PVP-coated AgNPs in RPMI media containing 10%
ECS alone; the result was most significant at a dose of
0.025 mg/mL (Fig. 3).

Minimal time of exposure to PVP-coated AgNPs needed to
confer protection against the HIV-1 transmission of cell-
associated infection in the cervical culture model

We evaluated the time required for 0.1 and 0.15 mg/mL
doses of PVP-coated AgNPs to block HIV-1y;; infection
of cell-associated (H9 +) transmission through the cervi-
cal tissue. Complete protection occurred within one min-
ute of pre-treatment with 0.15 mg/mL PVP-coated
AgNPs incubated for different times and after washing
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Figure 2 Toxicity of the PVP-coated AgNPs to the cervical tissue.
a) Normal squamous epithelium and the stroma of ecto-cervical tis-
sues were exposed to Replens gel mixed with 0.15 mg/mL PVP-coated
AgNPs for 48 h. Ecto-cervical explants (5 mm) were exposed to either
Replens gel alone, which served as a control, or to PVP-coated AgNPs.
After 48 h of incubation in a 37°C humidified incubator, the tissues
were washed, embedded in paraffin, and stained with hematoxylin
and eosin. b) Cervical explants in the upper Transwell chambers were
exposed to Replens alone as a control, Raft-medium, or Replens gel
containing different concentrations of PVP-coated AgNPs (0.6, 0.3,
0.15,0.1,0.05 and 0 mg/mL). After 24 h, the medium containing PVP-
coated AgNPs was removed and washed three times with culture me-
dia. Cell viability was measured by the CellTiter-Glo® assay. Graphs
show values of the means + standard deviations from three separate
experiments. Graphs were created using the SigmaPlot 10.0 software.

away of the extracellular drug. Furthermore, PVP-coated
AgNPs completely blocked the T tropic wild type (HIV-
1jp) virus, the drug resistant viral isolate (AZT-,), and
cell-associated HIV-1 (H9* cells) transmission through
cervical tissue after one minute of pre-treatment (Fig. 4).

Duration of the protection time from HIV-1 infection
following 20 minutes pre-treatment of the cervical explants
with PVP-coated AgNPs

After 20 minutes of pre-treatment of the cervical explants
with 0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs, the drug was
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Figure 3 Inhibition of HIV-1 transmission with and without Re-
plens gel using the cervical culture model. The upper chamber of
the Transwell with the cervical explant was exposed for 2 min to differ-
ent concentrations of PVP-coated AgNPs (0.025, 0.05, 0.1 and 0.15 mg/
mL), either alone or mixed with the Replens gel. After thoroughly
washing extracellular PVP-coated AgNPs from the cervical explant,
cell-free (HIV-1,5) [(5 X 105 TCID5)], or cell-associated virus (H9*) (5 X
105 cells) were added. To evaluate inhibition of the HIV-1 infection, in-
dicator cells (MT-2) in the lower chamber were cultured and formation
of syncytia was monitored for ten days. Graphs show values of the
means + standard deviations from three separate experiments. Graphs
were created using the SigmaPlot 10.0 software.

removed and washed from the upper chamber, which
conferred almost total protection (90%) against HIV-1
transmission of infection for 48 h (Fig. 5), indicating a
long-lasting protective effect by the PVP-coated AgNPs
in the cervical explant.

Discussion

The development of non-toxic microbicides effective
against the transmission of cell-free and cell-associated
virus, which have long-lasting efficacy on the treated tis-
sue [17,44] and are rapidly acting [45], is a highly desir-
able approach to the prevention of HIV-1 transmission
during sexual intercourse. Inhibiting the transmission of
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Figure 4 Time needed for PVP-coated AgNPs to confer protection
from the transmission of HIV-1 through the cervical. Cervical ex-
plants were pretreated for 1, 15 and 30 minutes with 0.1 or 0.15 mg/mL
PVP-coated AgNPs. After thoroughly washing extracellular PVP-coated
AgNPs from the cervical tissue, cell-associated virus (H9+) (5 x 10> cells)
was added to the upper chamber of the Transwell. Indicator cells (MT-
2) were cultured in the lower chamber to evaluate the inhibition of HIV-
1 infection. Graphs show values of the means + standard deviations
from three separate experiments. Graphs were created using the Sig-
maPlot 10.0 software.

HIV in vivo will likely require a combination of microbi-
cidal products that provide broad anti-viral effects and
prevent the development of HIV strains resistant to the
microbicides [46]. It is clear that the development of a
topical vaginal microbicide is technically, ethically, and
culturally complicated. However, the number of lives
saved with such an agent may exceed the risks involved
[47].

In fact, microbicides could have the potential to elimi-
nate drug-resistant bacteria, in addition to sexually trans-
mitted diseases that cause inflammation. Previous studies
have reported that silver ions and silver nanoparticles
exert anti-inflammatory effects, induce lymphoprolifera-
tion, and inhibit bacterial and HIV-1 infection. These
characteristics make silver nanoparticles of interest in
microbicide research [48,49].

The mechanism of the antiviral action of PVP-coated
AgNPs as an HIV-1 virucidal agent has been previously
established by Lara HH et al. First, studies have revealed
that PVP-coated AgNPs inactivate HIV-1 and block viral
entry through gpl120-CD4 interaction. Second, PVP-
coated AgNPs (1.0-2.5 mg/mL) efficiently block the
fusion of HL2/3 and HeLa CD4 cells in a dose-dependent
manner. Third, PVP-coated AgNPs act as an effective
broad-spectrum microbicide against cell-free virus (i.e.,
laboratory strains, clinical isolates, T- and M-tropic
strains, and resistant strains), as well as the cell-associ-
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ated virus. Fourth, PVP-coated AgNPs are effective viru-
cides, as they inactivate HIV particles in a short period of
time, exerting their activity at an early stage of viral repli-
cation (i.e., entry or fusion) and at post-entry stages [36].

Recent studies have shown that silver nanoparticles are
capable of being internalized into cells and can penetrate
through skin cells (HEKs) [50]. Other authors have
described the localization of PVP-coated AgNPs only in
the superficial layers of the stratum corneum, a result
similar to that found in a static cell diffusion study [51].
Other nanoparticles have not been shown to penetrate
into the deeper epidermis [52,53].

Finally, previous studies report that silver nanoparticles
and silver nanocrystals suppress the expression of TNF-a,
which is a cytokine that plays a pivotal role in HIV-1
pathogenesis by up-regulating the transcription of HIV-1
[48,49]. It also prevents inflammation and, as such, may
enhance wound healing in vivo [54]. Moreover, inflam-
mation produces immune activation, enhancing HIV-1
infection of subepithelial cells of the human cervical tis-
sue. Consequently, an agent that prevents inflammation
should inhibit the transmission of HIV infection by
impeding the enhancement of HIV infection [18].

Based on the previous studies mentioned above, the
purpose of this study was to demonstrate the ability of
PVP-coated AgNPs to inhibit HIV-1 transmission of
infection in a rapid manner with long-lasting effects and
efficiently throughout the human cervical explant in an in
vitro model that simulates iz vivo conditions.

For these studies, we used a model of a human cervical
explant, which contained the natural in vivo tissue archi-
tecture of stratified squamous epithelium, submucosa,
and immune cells (Fig. 1). In this model, the infectious
virus is transmitted across the mucosal barrier by both
cell-free and cell-associated HIV-1 [7]. Although some
researchers have questioned whether HIV transmission
in this model is a result of leakage around the polarized
cervical tissues [55], these concerns were rebutted [56]
based on additional data not shown in the original
description of the model. This model has also been used
by Greenhead and colleagues to study the effects of vari-
ous microbicides [57].

PVP-coated AgNPs that were formulated using Replens
gel were more effective as a virucide compared to the
PVP-coated AgNPs dissolved in RPMI+10% FCS media.
This increased activity is due to the ability of this gel to
diffuse the PVP-coated AgNPs more homogenously into
the cervical tissue as compared to the medium [6] (Fig. 3),
even though RPMI with FCS prevents agglomeration of
PVP-coated AgNPs [58]

We demonstrated that pre-treatment of cervical tissues
with PVP-coated AgNPs neutralized the transmission of
HIV-1 using human cervical explants. Specifically, we
found that 0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs inhibited
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Figure 5 Protection from HIV-1 infection following pre-treatment of the cervical explant with PVP-coated AgNPs. a) Cervical explants were
exposed to 0.1 or 0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs in RPMI + 10% FCS media for 20 minutes. After thoroughly washing extracellular PVP-coated AgNPs
from the cervical explant and after 1 minute, 24 h, 48 h and 72 h, cell-free virus (HIV-1,5) [(5 x 105 TCIDs)] was added to the upper chamber. To verify
the neutralization of HIV-1 transmission, we cultured the indicator cells (MT-2) in the lower chamber and evaluated inhibition of the HIV-1 infection.
b) Cervical explants were exposed to HIV-1 in the absence of PVP-coated AgNPs as a control and to 0.1 or 0.15 mg/mL of PVP-coated AgNPs as pre-
treatment. Graphs show values of the means + standard deviations from three separate experiments. Graphs were created using the SigmaPlot 10.0

software.

infection by HIV-;;z and HIV-, ;1 ¢y cell-free viruses as
well as cell-associated infection at doses that were not
toxic to the human cervical tissue. In addition, treatment
of the cervical tissue with 0.15 mg/mL PVP-coated
AgNPs augmented the number of lymphocytes relative to
the control (Fig 2a). The increased proliferation of lym-
phocytes was presumably due to activation of the
immune system, which was induced by the continuous
expression of death factors (mutations of Fas-L or CD95).
This resulted in activation of lymphocytes, including
CD4 T cells, CD8 CTL, or APC and turned them into
effectors of apoptosis, leading to the destruction of
healthy, non-infected cells [59-61]. Silver ions and silver
nanoparticles improve wound healing by reducing
inflammation, inducing the proliferation of lymphocytes
[37] and inhibiting bacterial and HIV-1 infection; thus,
PVP-coated AgNPs are a potential therapeutic agent
against the dissemination of drug-resistant bacteria,
thereby providing protection from sexually transmitted

diseases. Importantly, we demonstrated that high con-
centrations of PVP-coated AgNPs (0.3 and 0.6 mg/mL)
were only cytotoxic to a small population of cells, affect-
ing the viability of 20-23% of the cells in the cervical
explant, which correlates with low off-target cytotoxic
effects (Fig. 2).

An ideal microbicide should act rapidly [45]; in accor-
dance with this, we observed that one minute of exposure
to PVP-coated AgNPs (0.15 mg/mL) was the minimal
time necessary to achieve protection of the cervical tissue
against the transmission of infection by cell-free and cell-
associated viruses (Fig. 4). Previously, in vitro studies
demonstrated that when PVP-coated AgNPs (2.5-5 mg/
mL) were dissolved in RPMI+10% FCS media, they con-
ferred partial protection (50%) from HIV-1 cell-associ-
ated infection in a dose-dependent manner [36]. In
further support of PVP-coated AgNPs as microbicides,
PVP-coated AgNPs were also effective in the presence of
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cell-associated infection, even under 'non-optimal' condi-
tions.

First-generation microbicides are only effective for a
few hours and, therefore, require administration shortly
before coitus [62]. Previously, we reported that treatment
with PVP-coated AgNPs in concentrations ranging from
0.031 mg/mL to 5.0 mg/mL for one minute reduced the
transmission of HIV-1 infection in PBMC and H9+ cells
by 20%-30% and that this protection lasted for several
hours [36].

Using the cervical explant model, we evaluated the
long-term effectiveness of PVP-coated AgNPs, which is
an important pharmacodynamic parameter investigated
during the development of a topical microbicide agent. It
contributes to the choice of antiviral dosing regimens and
is defined as the length of time that infection is sup-
pressed following brief exposure to the antimicrobial
agent. Ideally, a microbicide should remain effective for
several hours after topical application [63]. In this study,
the transmission of HIV-1 infectivity through the cervical
explant was inhibited in almost all cases when PVP-
coated AgNPs were formulated in the Replens gel. Addi-
tionally, PVP-coated AgNPs (0.15 mg/mL) that were
applied to the cervical tissue for 20 min in a gel formula-
tion were able to abolish HIV-1 transmission for a period
of 48 h after the gel was removed and washed thoroughly;
after this period of time, the HIV-1 was added to the cer-
vical explant at different times until 72 hours to evaluate
the duration of protection to the tissue (Fig. 5). These
results are in accordance with our previous findings that
showed pre-treatment of uninfected cells with PVP-
coated AgNPs conferred protection from acquiring HIV-
1 in vitro, even in the absence of extracellular drug [36]. A
dose of 0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs represents a
threshold level necessary for inhibition of transmission,
even after 48 h (Fig 5). PVP-coated AgNPs were able to
confer protection for similar lengths of time compared to
other microbicides, including UC781 [64,65,23,24,66].

In comparison to various viral entry inhibitors, PVP-
coated AgNPs offer many advantages. For example,
although dextrin sulfate reduced the ability of virus (HIV-
1HSBc2) to infect cells in vitro by 77%, it did not protect
cells against the R5 virus (HIV-1 JRCSF) [67]. Further,
although nonoxynol-9 is a microbicide that is active
against a wide range of pathogens, it is potentially cyto-
toxic to host cells. In contrast to these compounds, PVP-
coated AgNPs have low cytotoxicity, protect cervical tis-
sue against HIV infection in a manner independent of co-
receptors [36] and could possibly reduce inflammation.
As such, PVP-coated AgNPs are an ideal microbicide to
study [68].

Our hypotheses concerning the inactivation of HIV-1
transmission throughout the cervical explant model
using the PVP-coated AgNPs is that the drug acts as a
potent virucidal agent that attaches at the viral mem-
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brane, [36,69] and may protect the natural barrier of the
genital epithelium, therefore inactivating the ability of the
HIV virus to reach the target cells that reside below.
Thus, when the HIV virus crosses the genital epithelium,
it is already inactivated and unable to transfer infection to
the target cells that reside in the subepithelium [36], as
evidenced by an absence of infection (absence of syncytia
on indicator cells) on the lower chamber of the cervical
model after treatment with PVP-coated AgNPs.

In addition to their virucidal activity, PVP-coated
AgNPs also impair the ability of the HIV-1 virus to
develop resistance [36]. Importantly, these nanoparticles
have potent activity against most strains of HIV and pro-
vide broad protection against other STIs. These com-
pounds are stable at room temperature, accessible in
terms of cost, and have demonstrated in vitro safety
[36,70,71].

Conclusions

Previous in vitro studies evaluating PVP-coated AgNPs as
potential virucidal agents have revealed that these com-
pounds, in addition to providing broad-spectrum bacteri-
cidal and HIV-1 virucidal activity, also blocked the
infection of cell-free and cell-associated HIV-1 [72]. The
gel formulation of PVP-coated AgNPs is probably the
first microbicide with broad spectrum virucidal, bacteri-
cidal, and anti-inflammatory properties in cervical tissue
[36,54,73].

Our results show that PVP-coated AgNPs function as
potential microbicides with virucidal properties that are
capable of preventing the transmission of HIV-1 in a
human cervical tissue explant model when used at a non-
toxic dosage range. PVP-coated AgNPs protect against
infection transmission of cell-free and cell-associated
HIV-1, acting within one minute after the treatment of
the cervical tissue. Importantly, after 20 minutes of pre-
treatment with PVP-coated AgNPs and subsequent
washing, the cervical culture remained protected against
infection with HIV-1 for as long as 48 h, demonstrating
long-lasting protection. This feature is necessary for a
topical vaginal microbicide to ensure protection many
hours after gel application and even more so after the gel
is washed away [17].

However, further studies are necessary to evaluate the
potential toxicities (i.e., genetic, reproductive, and carci-
nogenic toxicities) and long-term side effects associated
with the use of PVP-coated AgNPs as an inhibitor of
HIV-1 infection. Studies evaluating hypersensitivity/pho-
tosensitivity and condom integrity are also necessary [7].

Methods

Silver Compounds

Commercially manufactured 30-50 nm spherical silver
nanoparticles surface-coated with 0.2 wt% PVP (PVP-
coated AgNPs) were used for these studies (NanoAmor,
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Houston, TX). Stock solutions of PVP-coated AgNPs
were prepared in RPMI 1640 cell culture media with 10%
ECS.

Serial dilutions of the stock solution were made using
RPMI + 10% FCS media.

HIV-1 isolates and cell culture

The following reagents were obtained from the AIDS
Research and Reference Reagent Program, AIDS Divi-
sion, the National Institute of Allergies and Infectious
Diseases and the National Institute of Health and Collab-
orators: MT-2 (from Dr. Douglas Richman), H9+ cells
(from Dr. Robert Gallo), HeLa-CD4-LTR-p-gal cells and
the viral strains HIV-1j;;5 and HIV-1, 51 ¢y HIV-15 was
propagated by sub-culturing in the MT-2 and H9+ cells,
according to the DAIDS Virology Manual for HIV Labo-
ratories. Aliquots of the cell-free supernatants from viru-
lent cultures were used for viral inoculation. MT-2 and
HO9+ cells were cultured in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich),
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and antibi-
otics. Commercially manufactured 30-50 nm PVP-coated
AgNPs were used in these studies (NanoAmor, Houston,
TX). A stock solution was prepared in RPMI culture
media enriched with 10% fetal calf serum (FCS), which
prevents agglomeration. Serial dilutions of the stock solu-
tion yielded four different solutions with concentrations
ranging from 0.025 to 0.6 mg/mL All work related to
HIV-1 and cell culture manipulation was done in a bio-
safety level 3 (BSL-3) laboratory at the Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, Mexico.

Formulation of Replens gel/PVP-coated AgNPs
PVP-coated AgNPs were formulated in a non-spermici-
dal Replens gel (3% glycerin, 0.08% sorbic acid, 1% car-
bopol 940, 4% liquid paraffin and 16% 1 N NaOH) [24].
Gels containing PVP-coated AgNPs at serial concentra-
tions from 0.025- 0.6 mg/mL were added to the upper
chambers of the cervical culture model.

Toxicity of PVP-coated AgNPs to the cervical tissue

The effect of various concentrations of PVP-coated
AgNPs (0.6, 0.3, 0.15, 0.1 and 0.05 mg/mL) on cervical
explant tissues for 48 h was examined by histochemistry,
as previously described [23,24]. The viability of cervical
biopsies was quantified after 24 h of exposure to Replens
gel mixed with 0.6, 0.3, 0.15, 0.1 and 0.05 mg/mL PVP-
coated AgNPs, using the CellTiter-Glo’ luminescent cell
viability assay (Promega Cat. G7572). Microtiter plates
were incubated at 37°C in a 5% CO, humidified atmo-
sphere for 24 h and were used to determine the number
of viable cells in a culture by quantification of ATP. All
assays were run in parallel according to the producer's
protocol and included both a negative (measure of only
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reagent) and positive control (explant without treatment).
A Veritas microplate luminometer from Turner Biosys-
tems (Model 9100-002) was used in these experiments.
Cytotoxicity was evaluated in a dose-dependent manner
and was based on the percentage of viable cells relative to
the positive control.

Cervical explant model

Ecto-cervical tissue was collected from HIV-1-negative,
pre-menopausal women undergoing planned therapeutic
hysterectomies after their informed consent was
obtained. All tissues were processed for organ culture
within 5 hours of the completion of surgery. Tissue sam-
ples were soaked in a concentrated antibiotic wash solu-
tion (20,000 U/mL penicillin and streptomycin, 250 pg/
mL fungizone, and 120 U/mL nystatin) for 10 min. The
tissues were then washed three times in Raft-media 21
(Dulbecco's modified Eagle medium supplemented with
25% Ham's F12 medium, 0.1 nM cholera toxin, 5 pg/mL
apo-transferrin, 4 mg/m/L hydrocortisone, 0.5 ng/mL
EGEF, 10% FBS and 10,000 U/mL penicillin, and strepto-
mycin) and cut into 0.4 x 0.5 cm pieces. A piece of tissue
with the epithelial layer oriented on top was placed in the
top chamber of a 12-well Transwell plate, a permeable tis-
sue culture support that uses microporous membranes.
These permeable wells permit cells to uptake and secrete
molecules on both their basal and apical surfaces and,
thereby, carry out metabolic activities in a more physio-
logical fashion. A 3% solution of agarose in Hank's
medium was added to the area surrounding the tissue in
the top well, which upon solidification created a tight seal
around the tissue. Cervical and vaginal explants, com-
prising epithelial and stromal tissues, were kept at 37°C in
a humidified atmosphere containing 5% CO, [23,74].

To rule out possible leaks in the agarose seal, Dextran
blue was added to the upper chamber on day 6 of culture,
and its presence in the lower chamber was determined 20
h later[13].

Inhibition of cell-free and cell-associated HIV-1 viral
infection in the presence or absence of Replens gel

In these experiments we used an in vitro cervical tissue-
based organ culture model that was developed to study
the heterosexual transmission of HIV-1 infection simu-
lating in vivo conditions.

The upper chamber of the Transwell with cervical
explant was pre-treated for 2 min at different concentra-
tions of PVP-coated AgNPs (0.025, 0.05, 0.1 and 0.15 mg/
mL), either alone or in formulation with the Replens gel,
followed by thorough washing of the extracellular PVP-
coated AgNPs from the cervical explant. Cell-free (HIV-
11p) [(5 x 105 TCIDg,)] or cell-associated virus (H9+) (5 x

105 cells) was added to the cervical explant in the upper
chamber. To evaluate the inhibition of HIV-1 transmis-
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sion through the cervical explant, indicator cells (MT-2)
were cultured in the lower chamber and were monitored
for the formation of syncytia for ten days, as previously
described [13,75,76]. A positive virus control (cervical
explant infected with HIV-1 without treatment) must
produce observable syncytia within seven days of incuba-
tion, which reflects the presence of infection. The first
reading of the plate must be made by day three. Negative
control wells (cervical explants not infected with HIV-1)
must not develop syncytia, which reflect an absence of
infection. If either control does not react as expected, the
assay is suspect and should be repeated.

In the case of the MT-2 cells, half of the media were
changed for new RPMI+10% FCS media with MT-2 unin-
fected cells every three days, and the formation of syncy-
tia was monitored for ten days. The cytopathic effects of
the viral infection of MT2 cells were analyzed by micro-
scopic assessment of syncytia formation. These latter
data were obtained by analysis of duplicate samples by
two independent observers [13,75,76].

Minimal time of exposure to PVP-coated AgNPs needed to
confer protection from HIV-1 transmission of cell-
associated infection in the cervical culture model

To define the minimal time of exposure needed to confer
protection to the cervical explant from transmission of
infection, RPMI+10% FCS media containing 0, 0.1 and
0.15 mg/mL PVP-coated AgNPs was added to the upper
chambers, and 1, 15, or 30 minutes later, the medium was
removed. The upper chambers were then washed three
times with the culture media. H9+ (5 x 10° cells) were
then added to the upper chamber of the Transwell to
evaluate inhibition of HIV-1 cell-associated transmission.
Target cells (MT- 2) were added to the lower chambers.
In the case of the MT-2 cells, half of the media were
replenished with the new media and added to the MT-2
uninfected cells every three days. The formation of syn-
cytia was monitored for ten days.

Duration of time of protection from HIV-1 infection
following 20 minutes of pre-treatment of the cervical
explants with PVP-coated AgNPs

Five millimeter circular pieces of ectocervical tissues
were placed in the top chambers of a 12-well Transwell
sealed with 3% agarose with the epithelial layer oriented
on top. Media containing PVP-coated AgNPs was added
to the upper chambers, and after 20 min of treatment, the
RPMI+10% FCS media containing PVP-coated AgNPs in
the upper chambers was removed from ectocervical tis-
sues on the upper chambers and was then washed thor-
oughly three times with media. After washing of the top
chambers, HIV-1;5 [(5 x 105 TCID,;)] was added after 1

min, 24 h, 48 h and 72 h. Indicator cells (MT- 2) were
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added to the lower chambers to measure the percentage
of inhibition of infection transmission through the cervi-
cal explant to the lower chamber where the indicator cells
are cultured. With respect to the culture of MT-2 cells,
half of the media were exchanged for new media and
added to the MT-2 uninfected cells every three days. The
formation of syncytia was monitored for ten days after
infection.

MT-2 infectivity assay

MT-2 cells were added as indicator cells to monitor the
transmission of HIV-1 infectivity to the lower chambers
as soon as the HIV-1 was added to infect the cervical tis-
sue of the upper chamber with or without PVP-coated
AgNPs formulated into gel or RPMI+10% FCS media. In
the case of MT-2 cells, half of the media was replenished
with the new media and added to the MT-2 uninfected
cells every three days. The formation of syncytia was
monitored every day for ten days. For a positive control
on cervical tissue, only HIV;;; was added without treat-
ment with PVP-coated AgNPs, syncytia were counted for
all cells in the tissue. For the negative control, only cervi-
cal tissue without HIVy;; and PVP-coated AgNPs were

used. Syncytia were counted in the lower chamber; for
the negative control, all cells were expected to be without
syncytia.

The percentages of cells with tissue showing signs of
inhibition of HIV-1 infection transmission were evalu-
ated with respect to the positive control. The cytopathic
effects of the viral infection of MT2 cells were analyzed
by microscopic assessment of syncytial formation. These
latter data were obtained by analysis of duplicate samples
by two independent observers [75-77].

Statistical analysis

Graphs show values of the means + standard deviations
from three separate experiments. Graphs were created
using the SigmaPlot 10.0 software.
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