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RESUMEN

Introduccion: Se presenta la evaluacion preliminar de la actividad antiviral de
extractos de Ageratina havanensis (etanodlico de tallo, AH-T-EtOH; butandlico de
hoja, AH-H-ButOH y acetato de etilo de hoja, AH-H-AcEtO) utilizando dos sistemas
inmunoenzimaticos, un ELISA celular (ELISAc) y la técnica de inmunoperoxidasa.
Objetivo: Evaluar la actividad antiviral de los extractos de Ageratina havanensis
utilizando dos sistemas inmunoenzimaticos.

Métodos: Se normalizo y empled un ELISAc y la técnica de inmunoperoxidasa en
evaluar de forma preliminar la actividad antiviral de tres extractos de Ageratina
havanensis a diferentes concentraciones y tiempos de adicion mediante la
deteccion de la expresion de la proteina E del virus dengue.

Resultados: El ELISAc logré6 como parametros optimos: linea celular Vero,
antigeno viral en cultivo de células, tiempo de expresion de la proteina E de 96
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h, compuesto fijador metanol-acetona y bloqueador leche descremada al 1 %. La
menor expresion de la proteina E (mayor inhibicion sobre la replicacion viral), fue
al adicionar el extracto AH-T-EtOH a su mayor concentracion y 1 h antes de
inocular el virus dengue-2 cepa A15 (VDEN-2 A15). El extracto AH-H-ButOH a
concentraciones de 125 pg/mL y 250 pyg/mL present6é una ligera limitacion de
expresion de E 1 h después de la inoculacion viral. El extracto AH-H-AcEtO a las
concentraciones empleadas, no mostro difererencia anadido antes y después de
la inoculacion. El ensayo de inmunoperoxidasa exhibid resultados analogos para
los extractos.

Conclusiones: La mayor inhibicién de la replicacién viral fue obtenida con el
extracto AH-H-ButOH, a su mayor concentracion y ambos tiempos de adicion. Los
ensayos inmunoenzimaticos aplicados son herramientas utiles para evaluar
extractos de Ageratina havanensis con posible actividad antiviral.

Palabras clave: ELISA celular; inmunoperoxidasa; inmunocitologia; antiviral; virus
dengue.

ABSTRACT

Introduction: A preliminary evaluation is presented of the antiviral activity of
Ageratina havanensis extracts (stem ethanolic, AH-T-EtOH; leaf butanolic, AH-H-
ButOH; and leaf ethyl acetate, AH-H-AcEtO) using two enzyme immunoassays,
cellular ELISA (C-ELISA) and immunoperoxidase technique.

Objective: Evaluate the antiviral activity of Ageratine havanensis extracts using
two enzyme immunoassays.

Methods: C-ELISA and immunoperoxidase technique were standardized for use in
the preliminary evaluation of the antiviral activity of three Ageratina havanensis
extracts at different concentrations and addition times through detection of the
expression of the E protein of dengue virus.

Results: C-ELISA achieved the following optimal parameters: Vero cell line, viral
antigen in cell culture, protein E expression time 96 h, methanol-acetone fixation
compound and 1% skimmed milk blocker. The smallest expression of protein E
(greatest inhibition over viral replication) was achieved at addition of extract AH-
T-EtOH at its highest concentration and 1 h before inoculating dengue-2 virus
strain A15 (VDEN-2 A15). Extract AH-H-ButOH at concentrations of 125 pg/ml and
250 pg/ml presented a slight limitation in the expression of E 1 h after viral
inoculation. Extract AH-H-AcEtO at the concentrations used did not show any
difference when added before and after inoculation. The immunoperoxidase
assay exhibited similar results for the extracts.

Conclusions: The greatest inhibition of viral replication was obtained with extract
AH-H-ButOH at its highest concentration and at both addition times. The enzyme
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immunoassays applied are useful tools to evaluate Ageratine havanensis extracts
with potential antiviral activity.

Keywords: cellular ELISA; immunoperoxidase; immunocytology; antiviral; dengue
virus.

Recibido: 07/03/2021
Aprobado: 07/09/2021

Introduccion

El dengue es la enfermedad arboviral mas importante a nivel mundial en términos
de numero de infecciones anuales y morbilidad global.(Y Cada ano ocurren 390
millones de infecciones de ellas 100 millones son asintomaticos.?® Su agente
causal es el virus dengue (VDEN) un complejo de cuatro serotipos (VDEN-1 a 4).6?)
Presenta un genoma ARN de simple cadena positiva rodeado por una
nucleocapsida (C), la proteina de envoltura (E) y la proteina de membrana (M).
La proteina E es la mas externa de los viriones, la mas conservada del género y el
mayor determinante antigénico de la particula viral.®) La expresion de esta
proteina ha sido determinada por varios investigadores en la superficie de lineas
celulares de mamiferos (Vero, rindbn de mono verde africano) y mosquitos
(mosquito (C6/36-HT, Aedes albopictus) mediante inmunomicroscopia y ensayos
inmunoenzimaticos respectivamente. -6

Se han usado diferentes estrategias en la blusqueda de antivirales, como el estudio
extensivo de compuestos que actlen sobre enzimas virales e incluso estudios
bioinformaticos.(” Durante las ultimas décadas, se evaluaron determinados
compuestos naturales, tratando de identificar aquellos con posible actividad
antiviral contra VDEN.® Se utilizaron mdultiples plataformas novedosas como, la
cuantificacion del efecto del compuesto sobre el rendimiento viral y/o el efecto
de produccion de ARN, la propuesta de maxima capacidad de tamizaje (High-
throughput screening approach) entre otros.'® No obstante, estas nuevas
tecnologias abarcan el uso de equipos, robots y programas computarizados muy
caros que restringe su uso.(

Tradicionalmente, se han empleado diferentes técnicas para evaluar agentes
antivirales, entre ellas se encuentra la neutralizacion por reducciéon del niUmero
de placas (NRNP).('2) Esta prueba se ha utilizado para cuantificar la actividad litica
de virus, llegando a convertirse en la regla de oro. La actividad litica es detectada
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en células infectadas, mediante el analisis macroscopico de las placas virales, a
través de la tincion con colorantes. No obstante, a pesar de su utilidad posee
también desventajas.('3) Existen pocos reportes que empleen el ELISA in situ o
celular para detectar actividad antiviral. Uno de ellos, ha sido para evaluar la
actividad anti-VDEN de extractos de algas marinas, por sus resultados rapidos y
objetivos empleando materiales y reactivos comunes en muchos laboratorios. '

Esta investigacion, realiza una evaluacion preliminar de la actividad antiviral de
extractos de Ageratina havanensis utilizando dos sistemas inmunoenzimaticos
constituidos por un ELISA celular (ELISAc) y la técnica de inmunoperoxidasa a
través de la deteccidn de la expresion de la proteina E.

Métodos

Lineas celulares y virus

Lineas celulares empleadas: C6/36-HT (de la linea C6/36, Aedes albopictus,
ATCC® CRL 1660), crecidas en Medio Minimo Esencial (MEM) con 1 % de
aminoacidos no esenciales (100X), 2 mM de glutamina, antibiéticos (penicilina 100
Ul/mL y estreptomicina 100 mg/mL) y 10 % de suero fetal bovino inactivado (SFBI)
e incubadas a 33 °C y células Vero, (células de rindn de mono verde africano,
Cercopithecus aethiops, ATCC CRL-1586™), mantenidas en Medio 199 (medio de
mantenimiento, MM) con antibioticos (penicilina 100 Ul/mL y estreptomicina 100
mg/mL) y 10 % de SFBI, incubadas a 37 °C.

El virus DEN-2 cepa A15, del Laboratorio de Arbovirus del IPK, obtenida del suero
de un paciente durante la epidemia cubana de fiebre hemorragica de dengue en
1981.(" Las reservas de virus fueron preparadas mediante dos pases en cerebros
de ratones lactantes y cinco pases enCé/36-HT para su posterior titulacion en
células Vero por el método de formacion de placas liticas.(™

En el ELISA de doble anticuerpo se aplicé como antigeno, una suspension del virus
en células C6/36-HT. Las lineas crecieron a 33 y a 37 °C respectivamente.

Extractos, anticuerpos y compuestos

Los extractos fueron obtenidos a partir de la planta Ageratina havanensis. El
material vegetal fue colectado e identificado por la Prof. Iralys Ventosa del
Instituto de Ecologia y Sistematica (Ref. HAC-42498). Los metabolitos secundarios
fueron obtenidos como se ha reportado previamente. (16
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Extractos: Etanolico de tallo, AH-T-EtOH (5 mg/mL); butandlico de hoja, AH-H-
ButOH (5mg/mL); acetato de etilo de hoja, AH-H-AcEtO (5mg/mL).

El anticuerpo monoclonal (AcM H3/6) que reconoce la proteina E de los cuatro
serotipos del VDEN,(") fue producido in vivo (Laboratorio de Anticuerpos
Monoclonales, IPK) y utilizado en forma de liquido ascitico hiperinmune (LAH,
AcM-LAH).

En los ensayos inmunoenzimaticos se utilizaron como controles un anticuerpo
policlonal anti-dengue (AcPaD, IPK) e interferon Alfa recombinante (IFN AR,
Heberon® Alfa R 10 M, 100 UIF/ML).

Determinacion del reconocimiento de la proteina E por ELISA de
doble anticuerpo

Las placas de poliestireno sensibilizadas con inmunoglobulinas totales humanas
anti-dengue a una concentracion de 10 mg/mL se incubaron durante toda la noche
a 4°C. A continuacion, se bloquearon con albimina bovina sérica (ABS) al 1 %
durante 1h, posteriormente, se adiciond el antigeno (VDEN- 2A15) en tampon
fosfato salina (PBS). Se incubd 1h y se anadi6 el AcM-LAH (diluciones al doble
1/100 a 1/6400). Como controles positivo y negativo se aplicaron sueros de ratéon
hiperinmune y negativo a VDEN, respectivamente. El conjugado fue anti-raton
peroxidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y posteriormente se anadio
ortofenilendiamina (OPD) y perdxido de hidrogeno (H;0:) como sustrato. La
lectura se efectud en un lector de microplacas ELISA a una longitud de onda de
492 nm.(1®)

Se determinaron las condiciones 6ptimas del sistema utilizando varias diluciones
de los componentes. Se emplearon dos tipos de antigenos del VDEN- 2 A15 uno
proveniente de una linea celular (C6/36-HT, AgC) (dilucion optima 1/4) y el otro
de cerebro de raton lactante( (AgCR) (dilucion optima 1/40). La dilucion optima
del conjugado fue 1/1000. Se consideré como criterio de valor de corte el doble
de la DO del control negativo.

Normalizaciéon de un ELISA celular (ELISAc) para la deteccién de la
proteina E de VDEN

Apoyados en estudios previos, en la utilizacion del ELISAc('20) se establecieron
las condiciones 6ptimas del ensayo, considerando: Lineas celulares (C3/36-HT y
Vero), tiempo de incubacion (48-96 h), solucion fijadora (glutaraldehido de 0,05
%-0,025 % y metanol-acetona v/v, solucion de bloqueo (ABS al 1% y leche
descremada (LD) al 1% y al 3% en solucion salina fosfato).
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La deteccion de la proteina E de VDEN se realizo en células C6/36-HT y Vero
(2x10° cel/mL). Veinticuatro horas después, las monocapas fueron inoculadas con
VDEN-2 A-15 a una multiplicidad de infeccién (m.o.i) de 0.1 durante 1hr de
adsorcion a las temperaturas optimas de crecimiento de cada linea celular (33 °C
y 37 °C, respectivamente). Transcurrida la adsorcion, fue anadido el medio de
mantenimiento e incubadas las monocapas durante 48 h (C6/36-HT) y 72-96 h
(Vero) fijandolas posteriormente con glutaraldehido (0,05 % y 0,025 %) y metanol-
acetona v/v durante 15 min a temperatura ambiente. Eliminado el contenido de
la placa, se bloqueod con ABS al 1 % en PBS (células Vero) o LD al 1% y 3% (células
C6/36-HT), durante 1 h a 37 °C. El AcM-LAH fue anadido en diluciones al doble
desde 1/100 a 1/3 200. Como controles negativos fueron adicionados PBS y medio
de cultivo (MEM y 199, seguln la linea celular) y como control positivo AcPaD. Las
muestras se incubaron durante 2h a 37° C y posteriormente lavadas 4 veces con
tampon de lavado (0,01 % Tween-20 PBS). El conjugado, anti-raton peroxidasa
(171000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fue aplicado y la incubacion se realizo
durante 1h a 37°C. La reaccion se desarrollo utilizando OPD y H,02 como sustrato.
La lectura se efectud en un lector de microplacas (Multiskan) a una longitud de
onda de 492 nm. Se consider6 como el titulo de mayor expresion de la proteina E
el VDEN la maxima dilucion del AcM-LAH donde se observo un valor de densidad
optica (DO) mayor o igual al doble del control celular (medios de cultivo).

Determinadas las condiciones 6ptimas para el ensayo, fueron utilizadas para la
evaluacion de los extractos con posible actividad antiviral.

Evaluacion de la actividad antiviral de Ageratina havanensis al
VDEN-2 mediante el ELISAc

Este estudio se realizo a partir de resultados previos,('® utilizando los mismos
lotes de extractos y sustrato celular donde la concentracidn citotoxica media
(CCsp) estuvo por encima de 4 500 pg/mL. Se seleccion6 la concentracion de
500ug/mL como concentracion de partida para determinar la actividad antiviral
de los tres extractos acuosos procedentes de Argeratina havanensis por el ELISAc.
Las células Vero en placas de 96 (Costar®) a una concentracion de 2 x 103
células/mL, fueron incubadas durante 72 h a 37 °C hasta la confluencia de la
monocapa.

Los extractos se agregaron a diferentes concentraciones (AH-T-EtOH, AHH-ButOH,
AH-H-AcEtO a 125; 250 y 500 pg/mL en medio de cultivo) en dos tiempos. En el
To (tiempo 0) la adicion se realizé una 1h antes de la inoculacion con el VDEN A-
15 a una m.o.i de 0.1, mientras que el Ti, (tiempo 1) los extractos se anadieron
1 h posinoculacion. En ambos casos, después de la adicion, las placas se incubaron
1 h a 37 °C y se utilizaron como control negativo medio de cultivo y como positivo
IFN AR (100 UIF/mL). Posterior a 96 h de incubacion, las células fueron fijadas
agregando metanol-acetona (v/v) durante 15 min a temperatura ambiente. Se
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bloqued con LD al 1 % en PBS durante 1h a 37 °C y anadido el AcM H3/6 en dilucion
1/25 en PBS para incubar durante 2 h a 37 °C y el anticuerpo secundario anti-
raton peroxidasa (1/1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1 h a 37 °C. Cada
evento fue acompanado por 4 lavados con 0,01 % Tween-20 PBS. La reaccion se
revelé con OPD yH;0; al 0,001 % como sustrato y la lectura efectuada en un lector
de microplacas (Multiskan) a una longitud de onda de 492 nm utilizando como
referencia una lectura a 620 nm. La muestra se consideré positiva a la dilucion en
que DO fue dos veces mayor a la DO del control celular. Se incluyeron controles
apropiados como células Vero infectadas y no tratadas y células infectadas y
tratadas con el IFN AR. Todas las determinaciones fueron realizadas dos veces y
cada una por duplicado.

Los % de inhibicion fueron calculados segun la formula:

% inhibicion= [1-(DOav/DOv)] x 100

Donde av es el antiviral con el virus y v es el virus sin el antiviral. A todos los
valores les fue restado el valor del control celular (CC).Z9

Evaluacion preliminar de la actividad antiviral de A. havanensis
frente al virus dengue 2 mediante inmunoperoxidasa

El ensayo se utilizé a partir del reconocimiento del AcM H3/6AcM murino, en las
células infectadas con el VDEN2 y su reaccion con el conjugado antiraton
peroxidasa revelado por el sustrato.

Basado en resultados precedentes®?!) se utilizd este AcM. Las placas de 24 pozos
sembradas con una suspension de células Vero a 2 x 10° células/mL se incubaron
por 72 h hasta la obtencion de monocapas confluentes. Posteriormente, el medio
de las placas fue retirado y se ejecutaron dos protocolos:

1. Adicién de 100 uL de una suspension de virus DEN-2 A15 con un titulo de 2x10*
ufp/mL, incubacion a 37 °C por 1 h y seguidamente adicion de los diferentes
extractos en concentraciones subtoxicas (500 pg/mL) de los extractos (AH-T-
EtOH, AH-H-ButOH y AH-H-AcEtO), preparados en medio 199.

2. Adicion de los diferentes extractos (AH-T-EtOH, AH-H-ButOH y AH-H-AcEtO), en
las mismas condiciones del protocolo 1, incubacion por 1 h seguida por la
incorporacion de la suspension viral descrita anteriormente.
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Ambos protocolos siguieron idéntico procedimiento. Las placas se incubaron
durante 96h a 37 °C y seguidamente se descartd el contenido. Las células se
fijaron al soporte con metanol acetona (v-v) durante 15 min. El bloqueo fue con
LD al 1 %, y la incubacién 1 h a 37 °C. Se adicion6 el conjugado anti-raton
peroxidasa por 1hr y su sustrato diaminobencidina diluida en PBS y H202 al 0,001
%y se observd al microscopio.

Como controles, en ambos casos, se designaron pozos sin extractos solo con medio
199 (controles virales) y pozos sin suspension viral (controles de extracto).

Como control positivo de la expresion de la proteina E se administré el AcM-LAH
a diluciones seriadas (1:25, 1:50, 1:100) durante 2 h a 37 °C.

Como control positivo de actividad antiviral se aplico el interferon alfa 2 A
recombinante (100 Ul/mL) y se incubo durante 96h a 37 °C.

En cada paso se realizaron los lavados correspondientes empleando PBS 1 %.

Resultados

La proteina E del VDEN media la entrada del virus a la célula hospedera, por ello
fue tomada como blanco para la determinacion preliminar de la actividad antiviral
al VDEN. A partir de la disponibilidad del AcM H3/6 murino especifico a la proteina
E; su no expresion indicaba la actividad antiviral de los diferentes extractos
obtenidos de la planta Ageratina havanensis.

Normalizacion del ensayo inmunoenzimatico celular (ELISAc)

El cuadro muestra los parametros 6ptimos en la normalizacién del ELISAc.

Cuadro - Parametros 6ptimos en la normalizacion del ELISAc

Parametros Resultados
Sustrato celular Linea celular Vero

ApC: dos pases en ratén, cinco pases en C6/36-HT,

Antigeno viral ;
cinco pases en Vero

Tiempo dptimao de expresion de E | %6 h posinoculacidn

Compuesto fijador Metanol-acetona (v-v)
Compuesto blogueador Leche descremada (1x)
Achi-LAH dilucidn 1/1600

AgC: antigeno obtenido en cultivo de celular; AcM-LAH: anticuerpo monoclonal-liquido ascitico hiperinmune.
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Evaluacion preliminar de la actividad antiviral de los extractos
acuosos de Ageratina havanensis ante VDEN-2

La inhibicion de la replicacion viral en ambos tiempos de adicion del extracto AH-
T-EtOH fue baja (Fig. 1), alcanzando un valor menor al 50 % de inhibicion. Hubo
un incremento discreto (de 38 % a 43 %) de la misma, al adicionar dicho extracto
1 h después de la inoculacion, presentando su mayor valor a la concentracion de
500 pg/mL. Este incremento del efecto inhibitorio sobre la replicacion viral indica
una menor expresion de la proteina E.

Extracto AH-T-EtOH

% inhibicidn de la replicacidn viral
100
Q0
20
70
60 -
a0
40 .
30
20
10

0

125 pg/mL 250 pag/mL 500 pag/mL

=== 1 hora antes
wfll=1 hora después

Fig. 1 - Valores de inhibicion de la replicacion del virus DEN-2 obtenidos al anadir
concentraciones crecientes de AH-T-EtOH 1 h antes y 1 h posinoculacion.

El extracto AH-H-BuTOH (500 pg/mL) (Fig 2), inhibi6 el 90% de la replicacion viral
en ambos tiempos. La adicion 1 h posinoculacion tuvo un comportamiento gradual
a diferencia de 1 h antes de la inoculacion. En la concentracion 125 pg del
extracto se evidencio un 30 % de inhibicion de la replicacion viral sugiriendo que
la misma podria iniciarse a valores inferiores a 125 pyg/mL
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Extracto AH-H-ButOH

% inhibicidn de |la replicacidn viral
100

Q0

. P
- S
- » /
g 2
30 L 2
20 /
10 /
i

D 1 T 1
125 pgfmL 250 pg/mL 500 pg/mL

w1 hora antes
wefll 1 hora después

Fig. 2 - Valores de inhibicion de la replicacion del virus DEN-2 obtenidos al anadir
concentraciones crecientes de AH-H-ButOH 1 h antes y 1 h posinoculacion.

El extracto AH-H-ACEtO (Fig. 3) mostrd poco efecto inhibitorio alcanzando como
valor maximo un 20 % de inhibicion a la concentracion de 250 pg/mL anadido 1 h
después de la inoculacion
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Extracto AH-H-AcEtO

% inhibicidn de |la replicacidn viral
100
=11
a0
70
60
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30 |

20"
10+ k_4_——_—d\:'
D‘ T T

125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

[
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|
I

=1 hora antes
~@- 1 hora después C Ag

Fig. 3 - Valores de inhibicion de la replicacion del virus DEN-2 obtenidos al anadir
concentraciones crecientes de AH-H-AcEtO 1 h antes y 1 h posinoculacion.

Evaluacion preliminar de la actividad antiviral de los extractos
acuosos de A. havanensis ante VDEN-2 utilizando el ensayo de
imunoperoxidasa

Los extractos de A. havanensis fueron también preliminarmente evaluados
utilizando el ensayo de imunoperoxidasa en células Vero. La figura 4 muestra los
resultados obtenidos al aplicar los extractos y controles del ensayo.

11
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Fig 4 - Microscopia de células Vero con los extractos anadidos en concentraciones
subtodxicas (500 pg/mL): AH-T-EtOH (A: 1 h antes de inocular; B: 1 h después de
inocular); AH-H-But OH (C: 1 h antes de inocular; D: 1 h después de inocular). Control
células Vero sin extracto (Medio 199, E: 1 h antes de inocular; F: 1 h después de
inocular). Control células Vero con IFN AR (G: 1 h antes de inocular; H: 1 h después de
inocular). Las imagenes fueron visualizadas en un aumento de 40X.

El extracto AH-T-EtOH (500 pg/mL) adicionado 1 h antes limito la expresion de la
proteina E, indicada por la ausencia de inmunotincion en la monocapa celular. El
extracto adicionado 1 h posinoculacion, presenté un patron diseminado en la
monocapa Yy retraccion celular (Fig. 4, Ay B).

El compuesto AH-H-ButOH agregado 1 h antes de la inoculacion produjo
inmunofocos en la monocapa (Fig. 4, C), mientras que 1 h posinoculacion la
tincion fue diseminada (Fig. 4, D).

El extracto AH-H-AcEtO, present6 una escasa tincion sin diferencias evidentes en
ambos tiempos de adicion del extracto (datos no mostrados).

Como controles del ensayo, la expresion de la proteina E anti VDEN fue revelada
en ausencia de extractos y con la adicion del AcM-LAH (Fig. 4, E y F) presentando
patrones de tincion similares. Mientras, la accion antiviral se manifesto utilizando
el IFN AR en sustitucion de los extractos (Fig. 4, G y H) sin apariencia general de
inmunotincion.

Discusion
Existen una gran variedad de ensayos para determinar la actividad antiviral de
numerosos compuestos, no obstante, en su mayoria son costosos, laboriosos o
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consumen un tiempo considerable.?? Evadiendo este problema, algunos
investigadores utilizan ensayos inmunoenzimaticos por su especificidad, rapidez,
facilidad de automatizacion y asequibilidad como el ELISA celular® o in situ(''.23)
asi como el ensayo de inmunoperoxidasa.?! Ambos se han utilizado entre otros
fines, en determinar la expresion de proteinas virales.

La normalizacidn de cualquier ensayo requiere valorar multiples parametros, para
utilizarlos en condiciones 6ptimas. En el ELISAc, uno de ellos es el sustrato
celular, este debe ser sensible a la replicacion viral y capaz de evidenciar el
efecto citopatico. Igualmente, la utilizacion adecuada de compuestos fijadores y
bloqueadores es indispensable para permitir la adhesion de un mayor nimero de
células, una buena permeabilidad y la eliminacion de reacciones inespecificas.

Las lineas celulares C6/36-HT y Vero, han sido usadas por la alta susceptibilidad
en la replicacion del VDEN y la demostracion de la proteina de envoltura (E) en la
superficie celular de ambas, infectadas con dicho agente.®:29 La linea Vero
resulto ser el mejor sustrato. Son células adherentes y para su desprendimiento
requieren de un tratamiento enzimatico. En cambio, las C6/36 HT son células
semi-adherentes, capaces de desprenderse mecanicamente, por los continuos
lavados que disminuyen el nimero de células por pozo.?':23)

Otro de los parametros esta relacionado con los compuestos fijadores para
maximizar la permanencia de las células intactas y preservar la antigenicidad
viral.?¥ La acetona, el etanol y el metanol, son conocidos por su capacidad de
extraer lipidos de membrana y facilitar la exposicion extracelular del antigeno.®)
La mezcla de metanol-acetona proporcioné mejores resultados, comparado con
los obtenidos por el glutaraldehido. Posiblemente, debido a que la extraccion de
los lipidos de membrana expone mejor el antigeno viral en las células y mejora
también la penetracion de los anticuerpos usados en el ensayo e incrementa su
sensibilidad.?® El glutaraldehido, no ocasiono perdida de células en la monocapa,
pero no generé una buena resolucion entre células no infectadas e infectadas.
Reportes previos plantean que puede ocasionar la perdida de antigenicidad en
moléculas de la superficie celular.

Otro aspecto importante son los compuestos bloqueadores que reducen las
uniones inespecificas en los ensayos inmunoenzimaticos y representan un
compromiso entre la reduccion del “ruido de fondo” y el mantenimiento de la
especificidad. Las proteinas lacteas son las mas comunes como, la ABS, la LD y el
suero normal.('" Aqui, la LD al 1 % fue seleccionada por sus buenos resultados y
disponibilidad.

Otro factor considerable, es la m.o.i, quien influye en el curso del ciclo de
multiplicacion del virus y por tanto en la expresion de las proteinas virales.
Apoyados en estudios previos se utilizé una moi= 0,1 y un tiempo de incubacién
de 72-96 h para la expresion de la proteina.(®) Estos parametros resultaron dptimos
en la normalizacion del ELISAc.

(e 13
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El ELISAc fue (til al evaluar de forma preliminar diferentes extractos de la planta
A. havanensis con potencial antiviral. Coincidiendo estos resultados con reportes
previos, que plantean que substancias compuestas con metabolitos como los
flavonoides, entre otros,?”) ejercen actividad antiviral en un nimero de virus que
incluyen hepatitis B, herpes simple, citomegalovirus y el virus dengue.(Z®

Barrio y otros reportaron la actividad antiviral de estos compuestos contra el
VDEN 2 A15, obteniendo los mayores valores de inhibicion de la replicacion 1 h
después de anadido el extracto y a la maxima concentracion del mismo (500
pg/mL), detectado por la técnica de NRNP.('®) En el presente estudio, de forma
similar al de Barrio y otros, todos los extractos presentaron actividad inhibitoria
sobre la multiplicacion in vitro de DENV-2 A15. No obstante, el porcentaje de
inhibicion del AH-T-EtOH fue menor (20 %) y el mayor se logré con el AH-H-ButOH
(90 %) en ambos tiempos de agregacion. Este Ultimo inhibié un 30 % de la
replicacion viral a 125o0ug /mL, lo que sugiere que pudiera actuar de la misma
forma a concentraciones menores. Estas divergencias pueden estar dadas por los
métodos de determinacion de la inhibicién de la replicacion viral y el modelo
celular utilizado.

La determinacion de la inhibicion de la replicacion mediante la NRNP esta basado
en la capacidad del virus al producir placas liticas en la monocapa celular (5-7
dias posinoculacion) y destruirlas. En este caso, la infectividad es impedida por
el efecto antiviral ejercido por el extracto. En este estudio, la inhibicion de la
replicacion fue determinada por el ELISAc detectando la expresion de la proteina
E viral con el uso del AcM especifico. Este procedimiento implica la fijacion de
las células al soporte (placa) del ensayo en el tiempo prefijado (tiempo 6ptimo
de expresion de E, 96 h posinoculacion) semejandose a una foto en un estadio del
ciclo replicativo viral.

La inhibicion de la replicacion viral por los compuestos (AH-T-EtOH < 50 %, 1 h
posinoculacién; AH-H-BUTOH 90 %, ambos tiempos de adicion y AH-H-AcEtO 20 %,
ambos tiempos de adicidn) sugiere que los viriones entran a la célula ocurriendo
una escasa replicacion viral. Esta disminuye posiblemente a causa de que los
eventos que conducen al desnudamiento de la nucleocapsida y el escape del
endosoma, pudieran estar bloqueados por la accion de algin componente de los
extractos.

Se ha reportado que entre los metabolitos secundarios aislados de la especie A.
havanensis se encuentran, el acetato de pucherril, flavonas, flavonoles,
chalconas, glucosidos, sakuranetina, 7 metoxiaromadendrina, entre otros.(??)

Diversos reportes sugieren la actividad antiviral de los flavonoides por multiples
mecanismos involucrados en los efectos anti-DEN. Entre estos, se plantea que
reduce la adsorcion de la particula viral, los pasos de fusion a la membrana
celular, la cantidad de gotas de lipidos, la expresion de proteinas virales (NS1 'y
NS3) de NF-xB y de la proteina E.(2®
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En esta investigacion la evaluacion antiviral fue posible también mediante el
ensayo de inmunoperoxidasa. La tincion por inmunoperoxidasa, se utiliza para
detectar la expresion de antigenos virales principalmente utilizando anticuerpos
monoclonales y con diversos fines como, la localizacion precisa de sitios
antigénicos en las diferentes proteinas del VDEN,@" la titulacion del virus y
principalmente, en el diagndstico de casos fatales de esta infeccion.??
Recientemente, se ha reportado como un ensayo apropiado para el tamizaje de
grandes cantidades de drogas antivirales.(??

Los resultados de este procedimiento no correspondieron totalmente con los del
ELISAc, aunque ambos ensayos estan basados en el mismo principio. Ello se
manifestd en la presencia de focos de inmunotincion cuando el extracto AH-H-
ButOH fue agregado 1 h antes de la inoculacién, quien en el ELSAc mostré un 90
% de inhibicion de la replicacion viral; y en el AH-T-EtOH 1 h posinoculacion, que
presentd una inmunotincion difusa.

El patron de tincion en el ensayo de inmunoperoxidasa es generalmente
considerado como representativo de la verdadera distribucion del antigeno,
siempre que los controles sean adecuados. No puede excluirse la presencia de
artefactos de difusion y re-adsorcion que se supone son aplicables a todas las
técnicas citoquimicas basadas en la diaminobencidina (DAB), como, por ejemplo,
la demostracion de peroxidasas endogenas y exdgenas entre otros. Estos
artefactos son atribuidos a los productos oxidados en la reacciéon de la DAB que
no precipitan eficientemente en el sitio de reaccion.

Estudios recientes en la evaluacion de antivirales por este procedimiento, plantea
que la presencia de inmunofocos en las células infectadas es derivada de la
progenie viral que infectan las células vecinas conduciendo a la formacion de
grupos de células tefidas o inmunofocos, mientras que en una tincion difusa o no
especifica todas las células son regular y ligeramente tefidas.??

La presencia de inmunofocos cuando el extracto AH-H-ButOH fue agregado 1h
antes de la inoculacion pudo ser debida al 10 % donde no hubo inhibicion de la
replicacion viral. Sin descartar que la utilizacion del H,0; al 0,001 % pudo ser
insuficiente para realizar el bloqueo de las peroxidasas endogenas. Lo cual es
también aplicable al patrén de tincion por el extracto AH-T-EtOH.

Estos resultados, no impiden sugerir la utilizacion de ambos ensayos
inmunoenzimaticos en la evaluacion de compuestos con potencialidad antiviral
para el VDEN 2. Dichos métodos pueden ser usados también en el tamizaje de
drogas antivirales para otras entidades, siempre que se disponga de anticuerpos
policlonales o especificos a los mismos.

En el presente, se llevan a cabo nuevos ensayos con vistas a establecer las
condiciones 6ptimas de su procedimiento.
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