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1. Antecedentes

SISVILAB solicita a EURECAT la realizacion de un ensayo para determinar el potencial inhibitorio de
diferentes formulaciones sobre la infectividad de un coronavirus humano, el HUCOV-229E. Las
formulaciones fueron preparadas por la Unitat de Tecnologia Quimica de Eurecat, en base a las

combinaciones siguientes:

e Miel

e Miel + Extracto natural

e Extracto natural + Biopolimero
e Miel + Biopolimero

e Miel + Extracto natural + Biopolimero

La Unitat de Nutricid i Salut de Eurecat realizo el disefio experimental partiendo de los descritos por
de Wilde y colaboradores ! o Brown y colaboradores 2, incubando diferentes concentraciones de la
sustancia test con un indculo del virus antes de infectar las células huésped (MRC-5) con la mezcla

de indculo-sustancia test.

La infeccidn de las células MRC-5 con el coronavirus 229E tiene como consecuencia la aparicién del
efecto citopatico en dichas células al cabo de unos dias post-infeccién, debido a la replicacién viral
dentro de las células, que da lugar finalmente a la lisis celular, liberando las particulas virales al
espacio extracelular. Asi, en caso de producirse una interaccién entre la sustancia test y el virus que
bloguee la infectividad del virus, se observara una disminucion de la toxicidad asociada a la infeccion

por 229E en las células MRC-5.

2. Hipétesis y objetivos

La hipétesis del presente estudio es que las formulaciones en base a miel, extracto natural y

!

biopolimero pueden inhibir la infectividad del coronavirus HuCOV-229E.
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El objetivo principal del presente estudio es evaluar la capacidad inhibitoria de las diferentes

formulaciones sobre la infectividad del coronavirus humano HuCOV-229E.

3. Materiales y métodos

3.1. Sustancias test
Las sustancias test de este estudio fueron diferentes formulaciones preparadas por la Unitat de
Tecnologia Quimica de Eurecat, en base a las combinaciones siguientes:

e Miel

e Miel + Extracto natural

e Extracto natural + Biopolimero

e Miel + Biopolimero

e Miel + Extracto natural + Biopolimero

3.2. Cultivos celulares y virus
Se utilizé la linea celular MRC-5 (fibroblastos derivados de pulmén), procedente del American Type
Culture Collection (ATCC) (CCL-171). Las células se mantuvieron a 372C y 5% CO; en medio de cultivo
EMEM suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y antibidticos, tripsinizandose cada 3-
4 dias, antes de llegar al 90% de confluencia. El coronavirus 229E fue obtenido del ATCC (VR-740) y

amplificado en las células MRC-5, seglin el protocolo de ATCC.

3.3. Ensayos de inhibicién de la infectividad de 229E

Para los ensayos de inhibicién de la infectividad de 229E, se sembraron las células MRC-5 en placas
de 96 pocillos a una densidad de 8.000 células/pocillo, 24 horas antes de los tratamientos.

Se realizaron 8 diluciones seriadas 1:4 de las sustancias test en PBS, siendo la concentracién mas alta
un 20% de la emulsion en PBS. Seguidamente, se mezclaron 0.2 ml de cada dilucién con 0.2 ml de un
indculo de 229E diluido en medio EMEM 2% FBS, quedando el indculo a una concentracidn infectiva
de 1000 TCIDso/ml y la concentracién maxima de emulsiéon al 10% (rango analizado de
concentraciones analizado en medio: 6x10* %— 10%). Se incubd la mezcla sustancia test-indculo
durante 30 min a 252C. Se aspird el medio de los pocillos y se afadié 0.1 ml de cada mezcla sustancia

test-indculo, por triplicado. Se incubd durante 24h a 352C y 5% CO; para permitir la adsorcién del

!
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virus por parte de las células MRC-5. Seguidamente se aspird el medio de las células, se afiadio medio
EMEM 2% FBS y se incubaron las células durante 4 dias mds a 352C y 5% CO,. Como control positivo,
se utilizé cloroquina (Sigma C6628), realizando el mismo procedimiento descrito para la sustancia
test, y con 8 diluciones seriadas 1:4, con un rango de concentraciones final en medio de 7.81x103 —
132 pM.

Se realizaron controles de toxicidad de todas las concentraciones de la sustancia test y la cloroquina,
mezclando 0.2 ml de cada concentracién con 0.2 ml de medio EMEM 2% FBS sin virus, para
determinar la toxicidad asociada a la sustancia test.

Al cabo de 5 dias post-infeccién, se analizaron las diferencias en la viabilidad celular asociadas al
efecto citopético del virus o a la toxicidad de los tratamientos mediante el ensayo MTT 3. El ensayo
MTT es un ensayo colorimétrico que mide la actividad de enzimas que transforman la molécula MTT
(Methyithiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) a formazan, de color purpura. Brevemente, se aspiré
el medio de los pocillos y se afiadié a cada pocillo 0.1 ml de solucién 1 mg/ml MTT en EMEM, y se
incubd a 372C durante 2 h. Seguidamente, se aspird la solucidon MTT, se disolvieron los cristales de
formazén en 0.1 ml de isopropanol y se leyé la absorbancia a 570 nm (660 nm de referencia). La
media de los valores de absorbancia de los controles sin infectar se considerd el 100% de viabilidad

celular.

3.4. Calculos

e CCso: half maximal cytotoxic concentration. Concentracién del compuesto de interés que
provoca un 50% de toxicidad. Valores de CCsp bajos indican una mayor toxicidad. Se obtuvo
mediante una |

e ECso: half maximal effective concentration. Concentracién del compuesto de interés que
inhibe un 50% la toxicidad provocada por la infeccién viral. Valores bajos de ECsp indican
mayor inhibicion.

e SI: Selectivity index. Se calcula dividiendo la CCsg por la ECsp. Cuanto mayor sea el SI, mejor

relacion entre toxicidad y efecto presenta el compuesto.

Los valores CC50 y EC50 se obtuvieron mediante regresiones no lineales, con el software GraphPad

Prism 9.0.1.
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4. Resultados

Tal y como puede observarse en la Figura 1A, la cloroquina, usada como control positivo en el
presente experimento, no mostrd citotoxicidad en las dosis testadas y mostré actividad antiviral clara
en las concentraciones altas testas, con una ECso de 65.63 uM, resultando asi en un SI de >1.95.

En cuanto a los resultados de los productos de interés, no se observé actividad antiviral clara de las
formulaciones “Miel” (Fig. 1B) ni “Miel + Biopolimero” (Fig. 1E), mostrando la miel una toxicidad
severa a un{iips de concentracién. Para la mayor parte de las formulaciones no fue posible calcular
los valores ECsp, CCso y SI, debido a que no se detecté una curva de inhibicion clara de los efectos de
la infeccién para la mayoria de los productos. Sin embargo, los resultados parecen indicar un cierto
efecto antiviral de la formulaciéon “Miel + Extracto + Biopolimero”, que a concentracion (s
aumentaba significativamente la viabilidad de las células infectadas sin producir toxicidad a las
células, la cual se empezaba a producir a concentracion ¢ (Fig. 1F). Aunque menos destacado,
también se observé un cierto efecto antiviral de la formulacién “Extracto + Biopolimero”, a
concentracion 6, sin una toxicidad destacable, la cual también empezaba a producirse a 10% de
concentracion (1D).

El resultado mas favorable se dio con la formulacién “Miel + Extracto”, ya que a concentracion (s
conseguia revertir totalmente la toxicidad generada por la infeccién de HuCOV-229E, sin causar
toxicidad a las células. Descartando los resultados de concentracién.’/o, la cual producia toxicidad
a las células MRC-5, se obtuvo una ECso de {jjj§é, una CC de (¢ v un Si de () Aunque los
resultados de dicha formulacién no son totalmente comparables con los de la cloroquina, ya que la
cloroquina no mostré toxicidad en ninguna concentracién, lo que hace que no se pueda saber con
exactitud su indice de selectividad, el efecto de la formulacién “Miel + Extracto” al({pé fue superior

al de cualquier dosis analizada de la cloroquina.

o sm—p



eurecal

Chloroquine

%

L L LN B |
RO R R

Concentration (uM)

Miel + Extracto

Cell viability (%)

777 AR

Concentration (%)

Miel + Biopolimero

150 -
-~ Cytotoxicity control

g 125 = 229E-infected
.g 1o ;\]’_!\H_‘\
275 CCyy = 8.237%
fa
o =
© 2

2022-023994 - Determinacion del potencial inhibitorio de difererentes
formulaciones sobre la infectividad de un coronavirus humano

-+~ Citotoxicity control
-m- 229E-infected

CCyo >128 uM
ECq, = 65.63 uM
S1>1.95

G

Concentration (%)

o~ Cytotoxicity control
126 -= 229E-infected

Miel
150
-&- Cytotoxicity control
z 126 -= 229E-infected
<
2
2 CCg = 6.97%
= ECgy = NC
2 Sl=NC

0777

Concentration (%)

D

150

Extracto + Biopolimero

-s- Cytotoxicity control
-= 229E-infected

-
M
@

Cell viability (%)
g

75 CCgp = NC
% W ECs0 = NC

Sl=NC
77777 °

Concentration (%)

Miel + Extracto + Biopolimero

150 .
-a- Cytotoxicity control

z 125 = 229E-infected

= 100

27 CCgy = NC

Z o ECgp = NC

2 Sl=NC

770777

Concentration (%)

Figura 1. Viabilidad cel-lular, determinada por MTT, de células MRC-5 tratadas con diferentes concentraciones de

cloroquina y de las diferentes formulaciones con presencia (linea y puntos negros) o ausencia (linea y puntos grises) de

un in6culo de 229E. La linea discontinua marca la viabilidad media de células MRC-5 infectadas sin ningln tratamiento.

CCso: half maximal cytotoxic concentration. ECso: half maximal effective concentration. SI: Selectivity index. NC: No

calculable.
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5. Conclusiones
Los resultados del presente estudio muestran un efecto antiviral de la formulacién “Miel + Extracto”
al @i+ de concentracién, concentracidn con la que se consiguié revertir totalmente la toxicidad
causada por la infeccidén con coronavirus 229E. Estos resultados sugieren que para obtener un efecto
antiviral con la formulacidén “Miel + Extracto”, se deberia usar a una concentracion que garantice que
queda a una concentracion del{pé al mezclarse con la saliva. También se observaron ciertos efectos
antivirales de las formulaciones “Extracto + Biopolimero” y “Miel + Extracto + Biopolimero” a
concentracion{pé, aumentando significativamente la viabilidad celular de células MRC-5 infectadas
con coronavirus 229E en comparacion con células no tratadas, aunque sin llegar a revertir totalmente

la toxicidad causada por la infeccion.
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