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de la infeccién por el VIH antes de la duplicacion
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RESUMEN

La combinacién de retrovirales como estrategia terapéutica para tratar a los enfermos con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), no erradica la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), de
ahi que continve la busqueda de otros agentes terapéuticos para el fratamiento de esta enfermedad. Utilizando un
sistema de estudio in vitro de la linea celular humana MT4, nuestro grupo demostré el efecto inhibidor del extracto
dializable de leucocitos (EDL) en la replicacién del VIH. En publicaciones previas reportamos que la replicacion del
virus se inhibia cuando se trataban las células con este derivado leucocitario por tiempo prolongado antes del reto
viral. Los resultados del presente ensayo demostraron que los cultivos de células MT4 no necesitan duplicarse para
que ocurra la inhibicién del VIH mediada por el EDL, y el efecto inhibidor de la replicacién viral se puede constatar
siempre que se pretraten las células por un periodo igual o mayor que 24 horas. Esta inhibicién no puede observarse
cuando el tiempo de pretratamiento es corto, lo que sugiere que el mecanismo de inhibicién desencadenado por
el EDL parece estar més relacionado con la modificacién de factores celulares, que con la accién directa sobre la
particula viral, sin descartar la posibilidad de modificacién de factores virales durante el desarrollo del ciclo viral.
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ABSTRACT

Protection of cells against HIV infection by the Dialyzable Leukocyte Extract prior to cell culture duplication.
The search for new therapeutic agents to treat the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) continues, since
therapeutic anti-retroviral combinations already employed to treat AIDS patients do not eradicate the human
immunodeficiency virus (HIV) infection. Our group recently demonstrated the inhibitory effect of the Dialyzable
Leukocyte Extract (DLE) on HIV replication in cells, by using an in vitro assay system in the human MT4 cell line. We
have also reported a long-term inhibition of viral replication when cells were treated with this leukocyte derivative,
prior to viral challenge. In the present trial, our results showed that the DLE-mediated inhibition of HIV in cultured
MT4 cells did not depends on cellular duplication, and its inhibitory effect on viral replication is achieved by cellular
exposure to DLE for at least 24 h. Inhibition is absent when cells are incubated for shorter periods of time, suggesting
that the inhibitory mechanism triggered by DLE is more strongly related to the modification of cellular factors than
to its direct action on the viral particle. Modification of viral factors during the virus replication cycle is also considered.
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Introduccién

Las drogas inmunomoduladoras pueden restaurar o McGaha T, Murphy JW. CTLA-4 down-

regulates the protective anticryptococcal

extractos leucocitarios se denominé factor de trans- 1.

aumentar la capacidad de respuesta de citocinas u otros
factores endogenos, mediante la maduracion, diferen-
ciacion o proliferacion de las células claves para los
mecanismos de defensa del organismo, con lo que se
incrementa la resistencia del hospedero a las infecciones
por bacterias, parasitos y virus [1, 2].

El extracto dializable de leucocitos (EDL) es una
preparacion que se obtiene de leucocitos humanos
sanos, y tiene diferentes efectos sobre el sistema in-
mune. Se utiliza en el tratamiento de enfermedades
causadas por virus, parasitos, hongos, micobacterias
y en el cancer, entre otras [3]. Lawrence [4] report6
que la administracion de extractos leucocitarios a in-
dividuos que no desarrollan hipersensibilidad retar-
dada frente a un antigeno, permite que reaccionen con
este tipo de inmunidad celular. Esa actividad de los

. Autor de correspondencia

ferencia (FT), bajo el supuesto de que en ellos existen
moléculas que transfieren inmunidad mediada por
células de un individuo a otro. La literatura recoge el
empleo de los términos EDL y FT indistintamente, a
pesar de que algunos autores plantean que se debe
utilizar FT para definir los componentes del EDL que
median respuestas T especificas de antigeno [5].

Ademas de transferir inmunidad mediada por cé-
lulas, el EDL ejerce otros efectos sobre las funciones
del sistema inmune, en particular sobre la inmunidad
mediada por células, tales como la liberacion de cito-
cinas, la velocidad de regeneracion del receptor CD2
en células T, la activacion de monocitos-macrofagos y
la quimiotaxis [6-8].

En la década de 1970, a pesar de contar con poca
informacion acerca de la composicion y el modo de ac-
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cion del EDL, se comenzo6 a utilizar en pacientes con
el sindrome de Wiskott-Aldrich de manera satisfactoria
en aproximadamente la mitad de ellos. A partir de en-
tonces, este producto se empled para tratar numerosas
enfermedades de diferente causa [9], con resultados
beneficiosos; entre ellas, la candidiasis mucocutanea,
el herpes simple, el herpes zoster, las infecciones cro-
nicas, la sepsis y la hepatitis B. Varios investigadores
han utilizado el EDL o sus derivados para tratar indivi-
duos infectados por el virus de inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) en la etapa asintomatica y en la de sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), y han logrado
la reconstitucién inmune parcial [10], la disminucion
de enfermedades oportunistas [11], y una mejoria en
la condicion clinica de los pacientes [12]. En Cuba se
hizo un estudio clinico de seis afios de seguimiento con
una preparacion cubana de EDL para tratar individuos
asintomaticos infectados por el VIH [13]. En el 28%
de los individuos no tratados se observo la progresion
de la enfermedad, mientras que solo hubo progresion
en el 7% de los tratados con EDL [14].

Estos resultados indicaron que la preparacion re-
tarda la progresion de la enfermedad; sin embargo, las
bases moleculares que sustentan el efecto no estan del
todo esclarecidas. Utilizando un modelo de infeccion
in vitro en la linea celular MT4, nuestro grupo de-
mostro el efecto inhibidor del VIH en células tratadas
con EDL antes del reto viral [15, 16]. No se conoce el
mecanismo por el cual el EDL inhibe la replicacion in
vitro del VIH. En esta investigacion se estudi6 el tiempo
de pretratamiento que requieren los cultivos de células
MT4 tratadas con EDL, para que ocurra la disminucion
de los niveles de produccion del VIH. Como no se pu-
do demostrar tal efecto en periodos cortos de pretrata-
miento, se investigo si se requeria la duplicacion de la
poblacion de células en el cultivo.

Materiales y métodos

Extracto dializable de leucocitos

Se utiliz6 sangre total certificada de donantes sanos
para obtener los concentrados leucocitarios por centri-
fugacion, y se almacenaron a 4 °C por menos de 24 h.
Los concentrados leucocitarios se afadieron a una
solucion estéril y fria de NH,C1 (concentracion final:
0.83%), en la que se realiz6 la hemélisis. Luego se cen-
trifugaron de manera continua a 3000 rpm a una ve-
locidad de flujo de 1 L/3.5 min. El sedimento del rotor
se resuspendié en PBS (tampoén fosfato salino, del
inglés, Phosphate-Buffered Saline) frio con 17% v/v
de suero humano libre de gamma globulinas (agamma)
y neomicina a 50 pg/mL. Se afiadié una solucion de
NH.,Cl al 0.83%, se incub6 durante 10 mina 4 °Cy se
centrifugd a4 °C. Las células se resuspendieron en me-
dio de cultivo MEM (del inglés, Minimum Essential
Medium) con suero agamma a 1.8 mg de proteinas/mL
y neomicina a 50 pg/mL, a4 °C, y se agitaron en una
zaranda orbital a 15 rpm, a 4 °C, de 15 a 20 min. La
suspension celular se ajusté a 1.2 x 107 células/mL y
se incubd a 37 °C en agitacion durante una hora. Se
afnadieron 200 U/mL de IFNo como estimulante y se
incubaron en agitacion. A las dos horas de incubacion,
se anadio virus Sendai a una concentracion final de
150 UHA/mL, y se incubd durante 18 horas. Poste-
riormente, el cultivo se centrifugo, y las células pro-
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venientes de la centrifugacion se lavaron con PBS y
se almacenaron a -20 °C. Las células se sometieron a
diez procesos consecutivos de congelacion y descon-
gelacion, y a continuacion a ruptura ultrasénica en
tres ciclos de 15 segundos cada uno, con intervalos de
60 segundos a una potencia de salida de 100 W/min y
regularidad continua. Seguidamente, las células se
dializaron a vacio, a una temperatura de 4 °C durante
24 horas, utilizando PBS; luego se esterilizo el liquido
externo por filtracion, con el empleo de una membrana
de 0.2 pum a una presion menor de 2 atm. Se considerd
que 1 U de EDL equivale al dializado obtenido a partir
de 5 x 10 leucocitos.

Ensayo de actividad antiviral contra el VIH

La linea celular MT4 se cultivo en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) a
37 °C en una atmosfera de 5% de CO,. Durante 24; 72
horas o 7 dias se trataron las células con diferentes
dosis de EDL (0.15 y 0.3 U/mL). Al tercer dia se rea-
liz6 el cambio del medio de cultivo, y se garantizo la
presencia de EDL. Posteriormente, se procedio a la
infeccion con la cepa viral VIH-1Bru a diferentes
multiplicidades de infeccion (m.o.i., del inglés,
multiplicity of infection; 0.05 y 0.1) de las células
tratadas con EDL y de las que no se trataron. Durante
una hora se realizo el reto viral, y después las células
MT4 se mantuvieron en cultivo durante 7 dias, en
presencia de la preparacion de EDL o sin ella. Se in-
cluy6 un control de células (células sin tratamiento) y
un control viral (células sin tratamiento y retadas con
el virus). Para determinar la presencia del antigeno
p24, se colectaron los sobrenadantes de cultivo.

Determinacién del antigeno p24

La presencia del antigeno viral p24 en los sobrena-
dantes de cultivo se evalud con un método de ELISA
(DAVIHAgp24, Cuba), de acuerdo con las instruccio-
nes del fabricante. Todas las determinaciones se hi-
cieron en tres réplicas. Los resultados se expresaron
en por ciento de inhibicion:

Agp24 del cultivo control de virus —

Porciento Agp24 del cultivo tratado con EDL

de inhibicion

x 100
Agp24 del cultivo control del virus

Curva de crecimiento

Las células MT4 se sembrarona 1.4 x 10°02.5x 10°
células/mL en medio RPMI-1640 con 10% de SFB
en placas de cultivo y se incubaron a 37 °C en at-
mosfera de 5% de CO,. Los cultivos se sembraron
por triplicado. La cantidad de células totales se de-
termind por recuento en camara de Newbauer a las 7,
12 y 24 horas, y posteriormente cada 24 horas durante
7 dias. Su viabilidad se determin6 por el método de
exclusion en azul de Tripan. El tiempo de doblaje se
definié como el tiempo en que se duplica el nimero
de células en cultivo durante la fase exponencial de
crecimiento.

Resultados

Efecto del EDL sobre la infeccion por VIH
en células MT4

Para los estudios in vitro se utilizo la linea celular
MT4, por su elevada susceptibilidad a la infeccion
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Figura 1. Efecto del tratamiento con EDL sobre la replicacién del VIH. La concentracion de las células MT4 se ajusté a 2.5 x 10°cel/mL
y se trataron durante 24, 72 horas o 7 dias con 0.15 0 0.3 U/mL de EDL. Posteriormente se lavaron e infectaron con 0.05 m.o.i (A)
y con 0.1 m.o.i (B) de virus VIH-1 Bru. Después del reto viral, se eliminé el virus, se afiadié medio fresco al cultivo con EDL o sin este,
y se colectaron los sobrenadantes a los 7 dias, para determinar los niveles de Ag p24. Los resultados se expresaron como por ciento
de inhibicién con relacién al control de células no tratadas con EDL, y son representativos de tres experimentos por separado. Las barras

de error significan la desviacion estandar.

por el VIH [17]. Mediante la prueba de viabilidad ce-
lular con azul de Tripan, se determinaron las concen-
traciones de EDL no tdxicas para esta linea celular.
Los cultivos de células MT4 se iniciaron con una via-
bilidad mayor del 95%.

El pretratamiento de las células MT4 con EDL se
realiz6 durante 24, 72 horas o 7 dias antes de efectuar
el reto viral, y se mantuvo durante la incubacion des-
pués del reto. Luego de pretratar las células durante
7 dias antes del reto viral, las dosis de EDL provocaron
una inhibicion mayor que 90% de la replicacion viral
en presencia de una concentracion viral de 0.05 m.o.i.
(Figura 1A). Este efecto se observo también cuando
los cultivos se sometieron a la accion de dosis virales
mayores (m.o.i. 0.1), en que hubo una inhibicion viral
igual o mayor que 80% (Figura 1B). En cada variante
experimental se evaluaron dos concentraciones de
EDL, y el efecto inhibidor sobre la replicacion viral se
pudo demostrar aun cuando se utiliz6 la menor con-
centracion de EDL.

Luego de este resultado se estudiaron tiempos
menores de preincubacion. Al tratar las células durante
72 horas, se obtuvieron valores de inhibicion de la
replicacion viral mayores que 90% con la menor dosis
de virus empleada (Figura 1A) y con la dosis mas alta
(Figura 1B). Ambas concentraciones de EDL mostraron
actividad anti-VIH.

Cuando las células se sometieron a 24 horas de pre-
incubacion con el EDL, se observé una reduccion de la
replicacion viral igual o mayor que 80%, mediante la
medicion del antigeno p24 presente en los sobrenadan-
tes del cultivo a la dosis viral de 0.05 m.o.i. (Figura 1A).
Este efecto se repitid al evaluar la dosis de 0.1 m.o.i.
(Figura 1B). Igual que en las variantes experimentales
anteriores, se evidencid el efecto sobre la replicacion
viral, aun a concentraciones bajas de EDL.

Determinacién del tiempo de doblaje
de la poblacién de células MT4

Para conocer el tiempo de doblaje de la linea celular
MT4 sobre la cual se evalu6 la actividad anti-VIH del
EDL, se realizé una curva de crecimiento, partiendo
de una densidad celular de 140 000 o 250 000 célu-
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las/mL. Se obtuvo una curva de crecimiento exponencial
tipica de una linea celular continua. El tiempo promedio
de doblaje fue 35 horas y se determind durante la fase
exponencial de crecimiento de la linea (Figura 2).
Discusién

La incidencia mundial de la infeccion por VIH contindia
elevada, a pesar de la intensa investigacion y bisqueda
de estrategias de intervencion terapéutica por mas de
un cuarto de siglo. El desarrollo de mas de dos docenas
de terapias antirretrovirales para combatir la infeccion
por el VIH, provoc6 una eficaz disminucién de la mor-
bilidad y la mortalidad asociada con el SIDA en paises
desarrollados [18]. Pese al desarrollo de estas exito-
sas estrategias terapéuticas, no se ha podido erradicar
la infeccién por el VIH [19, 20] ni su expansion: se
estiman 14 000 nuevos casos diarios [18]. La naturaleza
de la interaccién entre el VIH y el sistema inmune es
compleja, y la relevancia de las diferentes respuestas
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Figura 2. Curva de crecimiento de la linea celular MT4. La linea
celular MT4 se sembré en placas de cultivo a 2.5 x 10° células/
mL, en medio RPMI-1640 con 10% de SFB, y se incubaron a 37 °C
en atmésfera de 5% de CO.. Los cultivos se realizaron por
triplicado. La concentracién de células totales se determiné por
recuento en cémara de Newbauer a las 7, 12 y 24 horas, y pos-
teriormente cada 24 horas. Los conteos se hicieron ademas, a
las 7 y 12 horas de iniciado el cultivo. El tiempo de doblaje por
ploteo se determiné en una escala log-lineal. Los resultados
son representativos de cinco experimentos.
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inmunes para el control de la infeccién se comprende
solo parcialmente. Parece improbable la normalizacion
completa del sistema inmune y la eliminacién del vi-
rus: se requiere un incremento de la respuesta inmune
especifica e inespecifica del hospedero, por lo que
debe haber un mayor énfasis en las investigaciones
con inmunoterapias dirigidas a la preservacion y al
incremento de la inmunidad contra el VIH. Ademas,
aungue los costos de la terapia antirretroviral han baja-
do de manera considerable, en el escenario mundial, 5
millones de pacientes con VIH/SIDA que necesitan
tratamiento, no tienen acceso a la terapia [21].

Ello ha llevado a la constante blsqueda de nuevas
drogas que inhiban su replicacion o restablezcan el
sistema inmune. La evaluacion de la actividad antiviral
de sustancias quimicas o naturales candidatas a drogas
terapéuticas, se realiza mediante sistemas in vitro con
lineas celulares susceptibles a la infeccion por el VIH.
Con frecuencia se utilizan las lineas CEM, Uly MT4
[22-24]. Numerosas investigaciones indican el uso de
las células MT4 en estudios in vitro relacionados con
lainfeccion por VIH-1. Ross y colaboradores demos-
traron que las células MT4 son una de las lineas lin-
foblastoides CD4" mas susceptibles a la infeccion por
este virus [25].

Los resultados de esta investigacion confirman la
actividad anti-VIH del EDL. Los valores de inhibicion
de lareplicacion del VIH en células MT4 alcanzaron
entre 80 y 90%, aun cuando las células se retaron con
el doble de la dosis de virus y se trataron con la menor
dosis del extracto. Este inhibi¢ la replicacion del VIH
a los 7 dias de pretratamiento y en tiempos de pretra-
tamiento mas cortos: a las 72 horas, incluso, a las 24
horas. En 1987 se report6 el efecto inhibidor de un ex-
tracto similar sobre la replicacion in vitro del VIH en
cultivo de linfocitos [26]. Este efecto se obtuvo por
tratamiento de los linfocitos una hora después de la
infeccion, y se describid la inhibicién de la reverso
transcriptasa (RT). Las condiciones anteriores no se
han evaluado en este sistema, pero es poco probable
un resultado similar si se considera que el EDL de este
estudio no influencia la expresion del VIH a corto
tiempo, segun el sistema de evaluacion de referencia
de drogas anti-VIH establecido en MT4 [15]. Hasta
hoy, ningln otro reporte ha confirmado esos resul-
tados. El empleo de diferentes preparaciones de EDL
y modelos in vitro de replicacion del VVIH, hace dificil
cualquier otra comparacion.

Estos resultados demuestran que la actividad anti-
VIH lograda por el tratamiento con EDL es un efecto
sostenido que se observa cuando los cultivos se tratan
durante 24 horas 0 mas antes del reto viral. El hecho
de que el tiempo de contacto de las células con el EDL
antes del reto viral no requiera de varios dias, potencia
sus posibilidades como agente anti-VIH. Hoy, la pro-
gresion del VIH a SIDA puede controlarse significa-
tivamente con drogas antirretrovirales, por lo que la
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concepcion terapéutica actual es mejorar la respuesta
inmune para actuar de manera sinérgica con la terapia
antirretroviral [27]. EI EDL, a la vez que presenta ac-
tividad anti-VIH, modula diferentes efectores del siste-
ma inmune, como citocinas y factores de transcripcion,
ademas de que restablece las poblaciones leucocitarias
en individuos con tratamiento, lo que lo convierte en
una droga terapéutica potencial que se podria combinar
con antirretrovirales. Otros biomoduladores con ele-
vada capacidad de inhibicién viral seran dificiles de
utilizar, como las quimiocinas, debido al alto riesgo de
causar inflamacion y de activar células del sistema in-
mune [28].

La proliferacion celular transcurre de un modo con-
trolado, segun las necesidades del organismo. La regu-
lacién del ciclo celular ocurre de diferentes formas, de
acuerdo con el tipo celular: algunas células se dividen
rapidamente mientras otras incluso pierden la capa-
cidad de dividirse. En esta investigacion se realizo la
curva de crecimiento de la linea celular MT4 y se de-
termind el tiempo de doblaje de las células mediante el
ploteo semilog [29, 30]. Ello permiti6 conocer que no
se requieren varios ciclos de division celular para lograr
la inhibicion de la replicacion del virus por el EDL.

Se pudo constatar, ademas, que la densidad del cul-
tivo de células MT4 es mayor después de 24 horas de
cultivo que a las 3 horas. La inhibicion de la replicacion
viral no se detecta cuando los cultivos celulares se
tratan con EDL durante 3 horas. Ello demuestra que
para que ocurra la actividad anti-VIH, es necesario
que haya mas células en el cultivo, que produzcan ma-
yor cantidad de uno o varios factores que modifiquen
algunos de los factores enddgenos celulares que acttian
directa o indirectamente sobre el ciclo viral. Sin embar-
go, los resultados de este estudio indican que dichos
factores no se requieren en concentraciones demasia-
do elevadas, ya que los cultivos celulares no llegan a
duplicarse a las 24 horas, tiempo en el cual, en presencia
del EDL, se puede observar un efecto inhibidor sobre
la replicacion viral. Estos resultados aportan datos
que contribuyen a esclarecer la via por la que el EDL
actla como anti-VIH. Entender el mecanismo de accion
del EDL sera, sin dudas, muy util para el disefio de
nuevas drogas antivirales.

Si el periodo de pretratamiento se reduce a 3 horas,
no es posible demostrar el efecto inhibidor del EDL
sobre la replicacion del VIH, por lo que este parece
estar mas relacionado con la modificacion de factores
celulares, que con la particula viral; aunque no se puede
descartar la posibilidad de modificacion de factores
virales.

En estudios previos, nuestro grupo demostré que
el EDL inhibe varios factores celulares involucrados
en la fisiopatologia del VIH como el TNFo. [16] y los
factores de transcripcion NFkB y Sp1 [31]. Actual-
mente investigamos otros factores que puedan mediar
la actividad anti-VIH del EDL.
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