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RESUMEN

El futuro del desarrollo de adyuvantes vacunales consiste en la combinacion de dos
0 mas de ellos a fin de obtener una potente respuesta inmune en las aves.
Resiquimod (R-848), un agonista sintético de TLR-7/8, unido a Adyuvax, un
adyuvante a base de fosfatos de calcio, sales de aluminio y magnesio, podrian tener
un efecto sinérgico. Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el
efecto de la coadministracion de Adyuvax y R-848 en la expresion relativa y
produccién de citocinas proinflamatorias en macréfagos de pollos infectados con
virus de la enfermedad de Newcastle (VENC). Mediante el ensayo de MTS se
evalud la citotoxicidad de ambos adyuvantes sobre macrofagos de pollo HD-11,
posteriormente las células se estimularon con el VENC y se trataron con dosis de
cada adyuvante por 6, 12, 24 y 48 h. Los niveles expresion del ARNm de IL-1p e
IFN-y y la produccion de ambas citocinas se evaluaron por cada tiempo de
exposicion a los diferentes tratamientos de Adyuvax y R-848 mediante PCR y
ELISA respectivamente. Paralelamente, se evalud la expresion génica de iNOS y la
produccién de 6xido nitrico. Se evidencié que cada adyuvante individualmente
como en combinacion no fueron citotoxicos en las células HD-11. Por otro lado, la
combinacion de Adyuvax y R-848 mostraron resultados similares al grupo de R-
848 solamente ante la expresion relativa de ARN mensajero de IL-1f, IFN-y, INOS
y la produccion de oxido nitrico en células HD-11 infectadas. No se detecto la
produccion de IL-13 ni IFN-y. La combinacion de Adyuvax y R-848 solo presento
un efecto sinérgico y con una diferencia estadisticamente significativa a los otros
grupos tratados en la expresion relativa de iNOS e IFN-y a las 12 h 'y 6 h

respectivamente, pero no se sostiene en el tiempo. Se atribuye este efecto a la accion



inmunomoduladora de R-848. La integracion de estos dos adyuvantes en la
formulacién de vacunas inactivadas puede ser de utilidad para mejorar la respuesta

inmune celular de las vacunas inactivadas en aves.

PALABRAS CLAVES: Resiquimod, Adyuvax, adyuvante, citocinas, virus de la

enfermedad de Newcastle



ABSTRACT

The future of the adjuvants development for vaccines consists in the combination
of two or more of them to obtain a powerful immune response in poultry.
Resiquimod (R-848), a synthetic TLR-7/8 agonist, together with Adyuvax, an
adjuvant based on calcium phosphates, Al and Mg salts, might have a synergistic
effect. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect in vitro of
the co-administration of Adyuvax with R-848 on the relative expression and
production of proinflammatory cytokines in chicken macrophages infected with
virus of Newcastle Disease. Using the MTS assay, the cytotoxicity of both
adjuvants on HD-11 chicken macrophages was evaluated. Subsequently, the cells
were stimulated with the Newcastle disease virus (VENC) and treated with doses of
each adjuvant for 6, 12, 24 and 48 hours. The mRNA expression levels of IL-15 e
IFN-y were evaluated for each exposure time to the different Adyuvax and R-848
treatments by real-time PCR and cytokine production by ELISA. In parallel, INOS
gene expression and nitric oxide production were evaluated. It was shown that the
combination of both adjuvants was not toxic to HD-11 cells. On the other hand, the
combination of Adyuvax and R-848 showed similar results to the R-848 group
regarding the relative expression of IL-1f, IFN-y, INOS and nitric oxide production
in HD-11 cell line. The combination of Adyuvax and R-848 just presented a
synergistic effect and with a statistically significant difference to the other treated
groups in the relative expression of iNOS and IFN-g at 12 h and 6 h respectively,
but it is not sustained over time. This effect is attributed to the immunomodulatory

action of R-848. The integration of these two adjuvants in the formulation of



inactivated vaccines can be useful to improve the cellular immune responde of

inactivated vaccines in poultry.

KEYWORDS: Resiquimod, Adyuvax, adjuvant, cytokines, Newcastle disease

virus.



1. INTRODUCCION

La industria avicola es una de las industrias mas grandes de produccion
animal en el mundo (1), la cual esta siendo econdmicamente afectada por la
incidencia de enfermedades infecciosos en las aves de corral. Dentro de las
multiples enfermedades aviares, se encuentra la Enfermedad de Newcastle (ENC)
(2,3), causada por un virus de tipo ARN monocatenario de hebra negativa, del

género Orthoavulavirus perteneciente a la familia Paramyxoviridae (4).

Los brotes de la ENC se han reportado en todos los continentes del mundo,
ocasionando una elevada morbilidad y mortalidad en aves de diferentes edades, lo
que repercute en importantes pérdidas econémicas (2). La ENC se transmite por
contacto directo de las heces, descargas respiratorias, alimento y agua contaminada.
Las aves enfermas presentan sintomas como secrecion nasal, lagrimeo, depresion,
pérdida de apetito, diarreas verdosas, signos nerviosos, incoordinacion de
movimientos y torticolis. Segin su patogenicidad, las cepas se clasifican en

lentogénica o leve, mesogénica 0 moderada y velogénica o muy virulenta (5).

Actualmente, no existe tratamiento contra ENC, pero si protocolos de vacunacion,
que son considerados la intervencion médica preventiva mas efectiva y segura (6,7).
Sin embargo, a pesar de que las vacunas inactivadas induzcan una respuesta
humoral elevada (mediante la produccién de anticuerpos neutralizantes que
protegen a las aves contra la enfermedad), la respuesta inmune mediada por células
es debil, no logrando prevenir la diseminacion viral ni la propagacion de la
infeccion; lo que conduce a una incompleta respuesta inmunologica (8,9). Por lo

tanto, se necesita reforzar la inmunogenicidad de las vacunas con agentes



inmunomoduladores.

En la formulacién de las vacunas inactivadas existen componentes denominados
adyuvantes que actian como inmunomoduladores dirigiendo una potente respuesta
inmunoldgica (10). Aunque, su mecanismo de accion no esta totalmente
caracterizado, los estudios revelan principales modos de accion, tales como: la
formacion del deposito vacunal, la secrecion de citocinas y quimioquinas,
reclutamiento de células inmunes, la captacion del antigeno, procesamiento y
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il, migracion
hacia los nddulos linfaticos y expresion de moléculas coestimuladoras para

desencadenar la respuesta inmune adaptativa (11).

Los adyuvantes son compuestos a base de aluminio, fosfatos de calcio,
componentes microbianos, emulsiones de aceite y agua, citocinas y agonistas de
los Receptores Tipo Toll (TLR) capaces de reforzar la respuesta inmune de la

vacuna (12-14).

Los adyuvantes agonistas de TLR tienen un papel importante en las células de la
respuesta inmune innata por su potente accion inmunomoduladora al estimular la
produccion de citocinas e inhibir la replicacion viral (15). Actualmente, en pollos
se han identificado 10 TLRs, tales como: TLR-1 (Ay B), TLR-2 (A y B), TLR-3,
TLR-4, TLR-5, TLR-7, TLR-15 y TLR-21 (16). Entre ellos, el TLR-7 reconoce y
se une a componentes del ARN de una sola cadena rica en guanosina-uridina (GU)
0 secuencias ricas en poli-U o sus analogos sinteticos como Resiquimod (R-848)

(17).

R-848 es una molécula sintética que pertenece a la familia de imidazoquinolina y



es considerado como un potente inmunomodulador de la respuesta inmune y un
componente antiviral (8,18,19). R-848 activa a los macrofagos a través de vias de
sefializacion dependientes de MyD88 de TLR-7/TLR-8; y desencadena la
activacion del factor nuclear Kappa B (NF-kB) (20) estimulando la produccion de
interferones de tipo | (IFN-a and IFN-B) y tipo Il (IFN-y, antiviral), interleucina
(IL) -4, IL-12, IL-1pB, 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), ademés del factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (17).

Ramakrishnan y col, en un estudio in vitro demostraron que las células
mononucleares de sangre periférica de pollos estimularon la expresion de IFN—,
IFN—y, IL-1B, IL-4 y TRL-7 después de la administracion con R-848 (19).
Posteriormente, ese mismo grupo reportaron que la combinacion de R-848 con una
vacuna inactivada de VENC confirié una completa inmunidad en pollos desafiados
con VENC. Ademas, R-848 fue capaz de sobre regular la expresion génica de
citocinas IFN tipo I, IFN tipo II, IL-4, iNOS, IL-13 y MHC-II, en los esplenocitos
de esas aves cuando fueron comparados con los que recibieron s6lo la vacuna

inactivada (8).

En otro estudio in vitro, Gupta y col, demostraron que R-848 ademas, de presentar
un efecto antiviral contra el virus VENC en células DF-1, estimulé una elevada
expresion de genes tales como, de IL-18, IFN-y, TNF-a e IL-1p, importantes en la
respuesta inmune innata del hospedero frente al antigeno viral (18). Por otro lado,
el disefio de una formulacion vacunal contra la fiebre aftosa en ratones, mostro
también que la combinacién de R-848 con Poly I:C (agonista de TLR3) e hidroxido

de aluminio aumentaron cuatro veces el nivel de anticuerpos 1gG con respecto al



grupo que solo recibié aluminio (21). Todos esos estudios mencionados tanto in
vitro e in vivo sugieren considerar que R-848 es un adyuvante que individualmente
0 en la combinacion con otros adyuvantes es capaz de reforzar la inmunogenicidad

de las vacunas por la activacion de células de la inmunidad innata.

Diferente a los agonistas de TLR, los adyuvantes a base de aluminio y fosfatos de
calcio no son reconocidos por receptores de reconcomiendo patron (PRR, por sus
siglas en inglés) en las células (11). Estos adyuvantes inducen una sefial de dafio
causado por el sitio de la inyeccion y muerte celular en el tejido, este dafio no
infeccioso conocido como patrones moleculares asociados a muerte (DAMP, por
sus siglas en inglés), producen especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés), adenosina trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés), acido drico (UA,
por sus siglas en inglés), provocando la activacion del inflamasoma: el dominio de
oligomerizacion de union a nucleétidos (NOD, por sus siglas en inglés), proteinas
que contienen repeticiones ricas en leucina (LRR, por sus siglas en inglés) —
conteniendo miembros de las familias de proteinas (NLRP3, por sus siglas en
inglés) (11,22). El inflamasoma NLRP3, mecanismo importante de la inmunidad
innata es una plataforma molecular y presenta un papel importante en el efecto del
adyuvante de aluminio induciendo la produccion de citocinas proinflamatorias IL-

1B e IL-18 por macrofagos (22).

El adyuvante vacunal denominado Adyuvax (desarrollado por Quimtia S.A., con
certificado de marca en INDECOPI N° 00327943 y utilizado en la vacuna Inmuno
Broiler con registro SENASA N° B.01.2.01.N.0850), ha sido disefiado a base de
fosfatos de calcio, sales minerales como aluminio y magnesio, viscosantes, agua

grado inyectable entre otros; y actualmente es usado en vacunas inactivadas



veterinarias contra diferentes enfermedades que acechan a la industria avicola

peruana entre ellas ENC.

Las vacunas inactivadas con adyuvantes de tipo mineral y oleoso (11) similar a la
composicion de Adyuvax inducen una respuesta inmune humoral (8,10,23);
mediante la elevacion de titulos de anticuerpos especificos contra VENC (24,25).
Fawzy y cols, no lograron inducir anticuerpos aplicando VENC inactivado sin
adyuvante. Por su parte Hongzhuan y cols, reportan que la vacuna con adyuvante
oleoso y antigeno inactivado con formaldehido indujo los titulos mas altos que al
grupo al que se le aplico unicamente solucion salina (5.36 y 1.92 titulos por HI
respectivamente) (25). Ello demuestra que una vacuna potente requiere de buenos
antigenos, pero también de la seleccién de un adyuvante capaz de estimular una

respuesta inmune (24).

Investigaciones cientificas, utilizan la linea celular HD-11 derivada de la médula
6sea del pollo, que constituye ser una buena candidata de célula inmune innata para
explorar las propiedades de inmunoactividad o inmunomodulacion de los
adyuvantes para los agonistas de TLR, liposomas, péptidos de defensa del huésped,

citocinas, ademas para bacterias y replicacion viral (26).

Actualmente, no se conoce el mecanismo de accion de Adyuvax en células de la
respuesta inmune innata y poco son los estudios que sefialan que R-848 estimula
una respuesta inmunomodulatoria en combinacion con otros adyuvantes. Por tal
motivo, el objetivo principal del presente estudio fue evaluar el efecto de los

adyuvantes Adyuvax y R-848 sobre la expresion relativa del ARNm y la produccion



de citocinas inflamatorias en macréfagos HD-11 infectados con el virus de

Newcastle.

1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
- Evaluar el efecto de los adyuvantes Adyuvax y R-848 sobre la expresion
relativa del ARNm vy la produccion de citocinas inflamatorias en
macrdfagos de pollo HD-11 infectados con el virus de la Enfermedad de

Newcastle.

2.2 Objetivos especificos

- Evaluar in vitro la citotoxicidad de Adyuvax y R-848 en células de
macrofagos de pollos (HD-11).

- Medir la expresion relativa del ARN mensajero de citocinas inflamatorias y
la produccion en forma de proteina de IFN-y e IL-1 en la linea celular de
macréfagos de pollos infectados con VENC y expuestos a Adyuvax y R-
848.

- Evaluar la activacion de las células HD-11 infectados con VENC vy
expuestos a Adyuvax y R-848 mediante la expresion relativa del ARN

mensajero de iINOS y la produccién de 6xido nitrico.



I1l.  METODOLOGIA
3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Cultivo celular de HD-11

Se utilizé la linea celular inmortalizada derivada de macrofago de pollo HD-11
(Banco de Células de Rio de Janeiro, codigo 0099), conservada en medio RPMI-
1640 (Sigma-Aldrich). Un criovial de la linea celular HD-11 se descongeld y se
resuspendio en 9 mL de medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 1.5
g/L de bicarbonato de sodio, 0.11 g/L de piruvato de sodio, 2.5 g/L de glucosa,
2.383 g/L de HEPES, 20% de SBF, 100 IU/mL de penicilina, 0.01 mg/mL de
estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B (en adelante se denominara RPMI).
Seguidamente, se realiz6 un lavado con RPMI por 5 minutos a 1100 rpm vy las
células se sembraron en un frasco T-75 con 15 mL de RPMI a 37°C, 5% CO; por

72 horas. (27).

Transcurrido el periodo de incubacién, y luego de haber obtenido una confluencia
de 80-90%, las células se tripsinizaron con 0.25% de tripsina-EDTA (Sigma-
Aldrich) y se determind el conteo y la viabilidad celular en un volumen final de 8
mL mediante azul de tripano (Tabla 1). Para los ensayos descritos posteriormente,
se sembraron 3.5 x 10* células por pozo en placas de 96 pozos (Corning COSTAR,
Sigma-Aldrich) y 2 x10° células por pozo en placas de 24 pozos (Corning

COSTAR, Sigma-Aldrich), en 100 puL y 500 puL de RPMI respectivamente.



Tabla 1. Conteo celular y viabilidad celular

Densidad celular  Vol. Total Cantidad total Viabilidad (%)

3.79 x 10° cel/mL 8 mL 30.3 x 10° cel 93.4

3.1.2. Propagacion de la Cepa viral

La cepa de Paramyxovirus aviar, La Sota — lentogénica se obtuvo a partir del
American Type Culture Collection (ATCC; Cadigo: VR —699). El virus se propagd
en la linea celular DF-1, para ello, se infectd un frasco T-75 de células en un
volumen de 15 mL de RPMI, seguidamente se incubaron a 37°C con 5% CO2 por
tres dias hasta la observacion del efecto citopatico (células en suspensién con
pérdida de la monocapa celular, mientras que las células que se mantuvieron
adheridas se muestran con formacion de sincitios y agregacion celular, y presencia
de detritus celular) mediante un microscopio invertido (EVOS M5000, Thermo
Fisher Scientific), finalmente se colect6 el sobrenadante y se conservo a -80°C

(Cepario de Quimtia S.A.) hasta antes de su uso.

3.1.3. Titulacién Viral por gRT-PCR

La cantidad de particulas virales en el inoculo se determind por RT-PCR
cuantitativo (QRT-PCR) con la finalidad de conocer la cantidad de virus a infectar
en los macrofagos. Latécnicay los cebadores (primers) usados (LaSota F /NDVR2)

estan basados en el gen F (proteina de fusion) de VENC, y se usaron de acuerdo a



estudios previos (28,29). Brevemente, se construyd un plasmido estandar clonando
una region del gen F de VENC en el plasmido pGEM-T (Promega, USA). Para los
ensayos de deteccion y cuantificacion se uso 1 uL de las diluciones seriadas de Log
10 del plasmido estandar y 1 pL del cADN del indculo de VENC. La amplificacion
se realizd en el termociclador QuantStudio 5 (Applied Biosystems, USA) usando
Power Up SYBR Green Master Mix con las condiciones de 50°C por 2 min, seguido
de 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg, 60°C por 30 seg y
72°C por 20 seg. Los resultados de la cuantificacion viral se expresaron en niimero

de copias por mL.

3.1.4. Determinacion de la citotoxicidad de Adyuvax y R-848

La citotoxicidad de Adyuvax y R-848 se evalu6 mediante el ensayo de viabilidad
celular colorimétrico usando el kit MTS assay Cell Titer 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, USA), que determina el nimero de
células viables en proliferacion. EI MTS es bioreducido por las células a formazan
mediante enzimas deshidrogenasas que se encuentran en células metabdlicamente
activas y la cantidad de este producto se mide por la absorbancia a 490 nm que es
directamente proporcional al nimero de células vivas. Las células HD-11 se
cultivaron en placas de 96 pozos a 37°C con 5% de CO: y luego de alcanzar una
confluencia de 70% a las 24 h, se expusieron a diferentes concentraciones
individuales de Adyuvax (concentraciones finales: desde 12.5 hasta 800 pug/mL en
un volumen de 100 ul por pozo) y R-848 (concentraciones finales: 2.5 hasta 320

pg/mL en un volumen de 100 pl por pozo) (Tabla 2). Como control negativo las



células no se trataron con ningun adyuvante y como control positivo las células se
expusieron a etanol al 50%. Se incubaron a 37°C a 5% de CO». Transcurrido el
tiempo de incubacion de 24 h y 48 h se continué con el protocolo MTS/PMS
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se adicion6 20 pL del reactivo
MTS/PMS a todos los pozos de la placa, se incubaron a 37°C por 4 horas y luego
se midio la absorbancia a 490 nm. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y

se repitieron tres veces.

La citotoxicidad se determind por la concentracion inhibitoria al 50% (ICso) vy la
clasificacion de los niveles de toxicidad (30,31). La ICsg se determind por la curva
dosis respuesta mediante el programa GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc.).
Para ambos analisis, se utiliz el porcentaje de viabilidad celular de cada muestra

de acuerdo a la siguiente formula:

S Densidad éptica de cada muestra
Viabilidad celular (%) = , — — x100%
Densidad éptica del control negativo

Control negativo: células no tratadas.

Los niveles de toxicidad, segun los porcentajes de viabilidad obtenidos se

clasificaron en:

e No citotoxico: > 90% de viabilidad celular

e Ligeramente citotoxico: 60-90% de viabilidad celular
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e Moderadamente citotoxico: 30-59% de viabilidad celular

e Severamente citotoxico: <30% de viabilidad celular

Tabla 2. Concentraciones finales individuales (C) de Adyuvax y R-848 usados

para cada ensayo de citotoxicidad

Adyuvantes Cl C2 C3 C4 C5 Co6 Cr7 C8
Adyuvax (ug/mL) 125 25 50 100 200 400 800 -
R-848 (ug/mL) 25 5 10 20 40 80 160 320

Posterior a la determinacion de las concentraciones 6ptimas de cada adyuvante, las
células HD-11 se expusieron a la combinacion de ambos compuestos (Tabla 3). En
una placa de 96 pozos se sembraron las células HD-11 y luego de una incubacion a
37°C con 5% de CO2 por 24 h, se expusieron con la combinacion de ambos
adyuvantes como se indica en la Tabla 3 y se continué con el procedimiento descrito
anteriormente. Las alteraciones morfoldgicas de los macrofagos se observaron y se
registraron mediante fotografia usando el microscopio invertido EVOS M5000
(Thermo Fisher Scientific, USA). El ensayo de citotoxicidad de cada combinacion

se realizo por cuadruplicado.

Tabla 3. Combinacion de las concentraciones finales (C) de Adyuvax y R-848

Adyuvante Cl C2 C3 C4 C5 C6

Adyuvax (ug/mL) 25 50 100 25 50 100

R-848 (ug/mL) 10 10 10 20 20 20
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3.1.5. Estimulacion con vENC

Las células HD-11 se cultivaron en placas de 24 pozos a razon de 2 x 10° células
por pozo a 37°C con 5% de CO- por 24 h. Transcurrida la incubacion, los pozos se
lavaron con PBS 1X y se infectaron con un MOI (Unidad de Multiplicidad de
Infeccion) de 2 de VENC. EIl volumen de la suspension viral (61.5 pl por pozo)
conteniendo el MOI de 2 se estimo a partir del nimero de copias obtenido en la
cuantificacion viral por gRT-PCR (6.5 x 10° nimeros de copias/uL) segin la

siguiente férmula descrito por Zhang y colaboradores (32).
Donde:

MOI: unidades traducidas por célula (namero de copias/células)
Densidad celular: namero de células/ pozo

Titulo viral: nimero de copias/pL

(MOI)(Namero de células/ pozo)
(Titulo viral en nimero de copias/uL)

Numero total de particulas virales =

Reemplazando valores:

_ (Znamero de copias/célula)(200000células/ pozo)

(6500 namero de copias/uL)

Por tanto, el volumen viral requerido para un MOI de 2 de un titulo de 6500

copias/pL fue de 61.5 pL. Los pozos infectados de acuerdo a la Tabla 4 se incubaron
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a 37°C con 5% de CO> durante una hora, y cada 10 minutos se agitd suavemente la
placa. Al finalizar el tiempo de adsorcion se afiadieron los tratamientos como se

indica en la Tabla 4.

3.1.6. Exposicion a diferentes tratamientos

Transcurrida la estimulacion con VENC, las celulas HD-11 infectadas o no se
expusieron a los diferentes tratamientos: 10 pg/mL de R-848 (G1), 50 pg/mL de
Adyuvax (G2), 10 pg/mL de R-848 mas 50 pg/mL de Adyuvax (G3), RPMI al
control de infeccion con VENC (G4) y RPMI al control negativo, células sin
infeccion (G5). Los volumenes de cada compuesto y la combinacién entre ellos se
determinaron de acuerdo a sus concentraciones finales para un volumen final de

500 ul por pozo, como descrito en la Tabla 4.

El ensayo se realiz6 por triplicado para cada tratamiento y a diferentes tiempos de
incubacion (6, 12, 24 y 48 h) a 37 °C con 5% de CO2. Tras los periodos de
incubacidn, se colectaron los sobrenadantes de cada pozo por tratamiento y se
conservaron a -20°C para el ensayo de ELISA y el método de Griess. Mientras, las
células de cada pozo se recuperaron afiadiendo 500 puL. de RNA/DNA Shield (Zymo
Research, USA) para luego ser colectados en tubos libres de ARNasa y ser

conservados a 4°C hasta antes de su extraccion de ARN.
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Tabla 4. Esquema de tratamientos por cada grupo experimental (G) usando las

concentraciones finales

Tratamientos R-848 Adyuvax VENC RPMI
Gl 200 pl - 61.5 pl 238.5 ul
G2 - 200 pl 61.5 pl 238.5 ul
G3 200 pl 200 pl 61.5 pl 38.5 ul
G4 - - 61.5 pl 438.5 pl
G5 - - - 500 pl

3.1.7. Extraccion de ARN:

La extraccion de ARN se realizd a partir de las células HD-11 recuperadas con el
tampon de lisis DNA/RNA Shield 2X utilizando el kit Quick DNA /RNA viral (Zymo
Research, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las concentraciones
de ARN se determinaron en el Nanodrop One C (Thermo Fisher Scientific, USA)

usando 1 pL de la muestra. El ratio Azeo/A2s0 Nos indico la pureza del ARN.

3.1.8. Tratamiento con ADNasa

El ADN gendmico del ARN total extraido fue digerido con ADNasa, usando el kit
RQ1 RNase-free DNase (Promega, USA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Para ello, 23 pL de ARN total se mezclaron con 4 puL de RQ1 DNase
10X Reaction Buffer, 1 puL (1 U/uL) de RQ1 RNase-Free DNase y cantidad

suficiente de agua DEPC para un volumen final de 30 pL. Seguidamente, se incubo
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a 37°C por 50 minutos en el termociclador T-100 (Bio Rad, USA). Finalmente se
adicion6 3 pL de la solucion stop (20 mM EDTA) y se incub6 a 65°C por 10
minutos. EI ARN se cuantifico nuevamente en el Nanodrop One C (Thermo Fisher

Scientific, USA) (Ver Anexo 4).

3.1.9 PCR Punto final

Se realiz6 un PCR convencional para verificar la eliminacion de ADN genémico en
las muestras de ARN tratadas con ADNasa, para ello se usaron los cebadores para
amplificar iNOS, IFN-y e IL-1pB (Tabla 5). Las reacciones de PCR estuvieron
compuestas de 12,5 pL de PCR Master mix 2X (Promega), 1 puL de primer forward
(10 uM), 1 L de primer reverse (10 uM), 1 uL de ARN (50-100 ng/uL) y 9.5 pL
de agua ultrapura. Como control positivo se prepard una reaccion con ARN sin
tratamiento con DNasa. La reaccion de PCR se realizé en el termociclador T-100
(BioRad, USA) usando las siguientes condiciones de ciclaje: 95°C por 3 minutos,
40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 20 segundos y
extension final de 72°C por 10 minutos. Las muestras fueron analizadas mediante
el uso del sistema de electroforesis RunView (Cleaver Scientific, Reino Unido) con
gel de agarosa al 1.5%, marcador de peso molecular 1 kb Opti DNA marker (ABM,
Canada), tampon de carga Safe Green 6x (ABM, Canada) y TAE Buffer 1X

(Cleaver Scientific, Reino Unido).
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3.1.10. Sintesis de ADN complementario

La reaccidn de transcripcion reversa para la sintesis de ADN complementario se
realiz6 mediante el Kit Superscript IV first-strand cDNA synthesis (Thermo Fisher
Scientific, Wilmingyon, DE, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. En
microtubos de 0.2 mL se pre-incubaron ARN (150 — 178 ng) con 1 pL de primers
hexamer (50 ng/pL), 2 uL de dNTPs (10 mM) y agua DEPC (c.s,p, 13 pL) a 65°C
por 5 minutos. Seguidamente, el tubo se transfiri6 a una cubeta de hielo por 1
minuto. Luego, se adicionaron 4 pL de tampdn de reaccion SSIV Buffer 5x, 1 pL
de DTT (100 mM), 1 pL de inhibidor de ARNasa recombinante (40 U/uL) y 1 pL
de transcriptasa reversa Superscript IV (200 U/uL). Las mezclas se incubaron a
23°C por 10 minutos, seguidamente de 50°C por 20 minutos, finalizando la reaccion
de sintesis a 80°C por 10 minutos. Luego, se adiciond 1pL de ARNasa H e incubo
a 37°C por 20 minutos. Las concentraciones de ADNc se cuantificaron en el

Nanodrop One C UV-VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).

3.1.11 Optimizacion de la reaccion de PCR en tiempo real

Las condiciones para desarrollar la metodologia de RT-PCR para cuantificacion
relativa fue de acuerdo a un estudio previo (33). A partir de ello, se realizaron
evaluaciones de las temperaturas de alineamiento (55, 57, 58, 59, 60 y 61°C) en el
RT-PCR usando como referencias los genes de IFN-y, IL-1B y B-actina (Tabla 5).
Los andlisis de las curvas de melting de las reacciones RT-PCR se realizaron usando

el ADNc sintetizado como descrito anteriormente. Luego se realiz6 el analisis con
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las curvas melting de cada resultado y paralelamente se realizo electroforesis en

gel de agarosa al 2% para verificar los productos obtenidos (Ver Anexo 5).

3.1.12 Evaluacién de la expresion de genes mediante RT-PCR

La expresion de los niveles de ARN de IFN-y, iNOS, IL-1p se analizaron por RT-
PCR usando primers especificos (Tabla 5). La B-actina se us6 como gen de
referencia o normalizador (8). Cada reaccion de RT-PCR se realizo con 10 uL de
Power Up SYBR Green Master mix 2X (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), 1 pL de primer forward (10 uM), 1 pL de primer reverse (10 uM), 1 pL de
ADNCc (~ 1000 — 1400 ng/uL) y agua ultrapura c.s.p 20 pL. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en placas MicroAmp Fast optical (Applied Biosystems)
de 96-pozos (0.1 mL) con muestras en triplicado por cada grupo experimental
(tratamiento) y grupo control (sin tratar) usando el termociclador Quantstudio 5
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los resultados se analizaron con el

software Quantstudio design & analysis.

Las condiciones de ciclaje fueron de: 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, 40
ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 25 segundos y 72°C por 25 segundos (19).
La especificidad de la amplificacion fue determinada por electroforesis en gel de
agarosa y analisis de la curva melting de las muestras y controles negativos (NTC),
el cual consistidé de un paso adicional de 95°C de desnaturacion por 15 segundos,
60°C de alineamiento por 1 min, calentamiento a 95°C a una velocidad de 0,11°C
por segundo. Los valores de las curvas melting, C; fueron calculados a partir de las

curvas de amplificacion generadas usando el software del Quantstudio 5.
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Tabla 5. Secuencias de los primers forward y reverse utilizados para el RT-PCR

Nombre de Secuencias (5"- 3")" Tamafio del
primer producto (bp)

Primer IFN-y F TGAGCCAGATTGTTT CGATG 152
Primer IFN-yR  CTT GGC CAG GTC CAT GAT
Primer iINOS F AGGCCAAACATCCTGGAGGTC 371
Primer INOS R TCATAGAGACGCTGCTGCCAG
Primer IL-1B F GGATTC TGA GCA CAC CAC AGT 272
Primer IL-1B R TCT GGT TGATGT CGAAGATGTC

Primer B-actina F

Primer B-actina R

TAT GTGCAAGGCCGGTTTC 110

TGT CTT TCT GGC CCA TAC CAA

* Secuencias de oligos de acuerdo a Sachan et al. 2015

Los datos obtenidos se analizaron por cuantificacion comparativa AACt usando el

método de Livak (34). Este método compara los resultados experimentales de las

muestras con un control (no tratadas) y un normalizador (gen housekeeping, B —

actina). Los valores Ct (Cycle treshold) de los genes de interés (GOI) en muestras

test y muestras control fueron ajustados en relacion al Ct del gen normalizador 8 —

actina para las 2 muestras, obteniéndose el ACt de las mismas [1-2]. Para obtener

los valores AACt de cada gen se efectu6 la diferencia entre los valores de ACt
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(muestra) — ACt (control), [3]. El nivel de expresion de cada gen fue determinado

por 2 A4t [4]
Ct cor' — Ct norm' = ACt muestra [1]
Ct or® — Ct norm® = ACt control [2]

ACt muestra — ACt control = AACt [3]; 2 AACt [4]

3.1.13 ELISA

La deteccion de citocinas IFN-y e IL-1p en los sobrenadantes de los cultivos
tratados (Tabla 4) se realiz6 empleando el kit de ELISA tipo sandwich (Genorise
Scientific INc, USA). El ensayo permite detectar citocinas en un rango de

19 — 1200 pg/mL para IFN-y y de 62- 4000 pg/mL para IL-1p.

Para ello, se agregd 100 uL de la muestra diluida en cada pozo de la placa de 96
(previamente diluida (1:1) en “Assay Buffer”), luego se cubrié y se incubd por 1
hora a temperatura ambiente. Seguidamente, la placa fue lavada dos veces, y se
agregd 100 pL de la dilucién de trabajo de la deteccién de anticuerpos a cada pozo,
y se dejo incubar por 1 h a temperatura ambiente. Nuevamente la placa fue lavada
dos veces, y se afiadié 100 pL de la dilucion de trabajo del conjugado HRP a cada
pozo, luego la placa fue cubierta y se incubd por 20 min a temperatura ambiente, y
nuevamente se lavo la placa dos veces. Se afiadio 100 pL de la solucion substrato a
cada pozo, y se incubd por 20 min a temperatura ambiente, pasado el tiempo se

agrego 50 pL de la solucion Stop a cada pozo y las lecturas de absorbancia se
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realizaron a 450 nm en el espectrofotometro Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher

Scientific, USA).

3.1.14 Produccidn de éxido nitrico por el método de Griess

La produccién de 6xido nitrico por las células HD11 se evalu6 mediante el ensayo
de Griess (35) a partir de los sobrenadantes de las células infectadas con VENC
expuestas a los diferentes tratamientos por 6, 12, 24 y 48 h (Tabla 4). El ensayo de
Griess se realiz6 con 50 pL de sobrenadantes de cultivo que se transfirieron a
pocillos (duplicado) de una placa de 96 pozos y se mezclaron con 50 pL de 1% de
Sulfanilamida disuelto en 5% de é&cido fosférico. Se incubé por 10 min a
temperatura ambiente, seguidamente se adicion6 50 pL de 0.3% N-(1-naftil)
etilendiamina disuelto en agua, y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.
Una serie de diluciones estandar de nitrito NaN O de 3,13-100 uM (Sigma-Aldrich,
Merck, St. Louis, MO, USA) se incluy6é para generar una curva estandar por
duplicado. Las concentraciones de nitritos se determinaron por absorbancia a 540

nm de acuerdo con la curva estandar de nitrito.

3.2 Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion fue revisado y registrado con el codigo SIDISI N°
207559; tras la evaluacion del proyecto la Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia informa

mediante el oficio CAREG-ORVEI-021-22, que de acuerdo al Manual de

20



Procedimientos de la universidad, y por sus caracteristicas, el proyecto no requiere
evaluacion por el Comité Institucional de Etica en Humanos o en Animales,

pudiendo iniciar la ejecucion.

3.3 Analisis estadistico

El ensayo de citotoxicidad de cada adyuvante evaluado individualmente se realizo
por cuadruplicado y se repitid tres veces; y el ensayo de citotoxicidad de la
combinacion de ambos adyuvantes se realiz6 por cuadruplicado en un solo
experimento. Mientras que el ensayo de expresion de genes y medicion del 6xido
nitrico se realizo por triplicado en un solo experimento. Los datos colectados se
analizaron usando el programa estadistico GraphPad version 9 (GraphPad Software
Inc. CA, USA). Para el andlisis de distribucion normal se utilizo el test de
D”Agostino-Pearson. Para un analisis de dos grupos con distribucién normal se
aplico el test de Student (Unpaired). Por otro lado, el analisis de mas de dos grupos
experimentales con distribucién normal se realizé el analisis de varianza (ANOVA)
y test de Tukey para multiples comparaciones. Sin embargo, para datos sin
distribucion normal se utilizo el test de Kruskal-Wallis con el test de Dunn’s para
maultiples comparaciones. Los valores de P< 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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IV. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidad de los adyuvantes en células HD-11

4.1.1. Citotoxicidad de Adyuvax

Mediante el anélisis de la clasificacion de citotoxicidad (30), se determind que
Adyuvax a concentraciones entre 12.5 — 800 pg/mL demostro ser “no toxico” sobre
las células HD-11 a las 24 y 48 h, alcanzando una viabilidad cercana y superior al
100% comparadas con el control negativo (CN) (Figura 1A,B). El andlisis de la ICso

no mostrd valores para las 24 y 48 h para las concentraciones evaluadas de

Adyuvax.
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Figura 1. Andlisis de la citotoxicidad de Adyuvax en relacion al porcentaje de
viabilidad celular. Las células HD-11 se expusieron a concentraciones de Adyuvax
de 12.5—-800 pg/mL por 24 y 48 h. El porcentaje de viabilidad celular se determino

por la formula: (DO muestra/DO CN) x100%. DO, densidad optica; CN, control
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negativo; CP, control positivo (células tratadas con etanol al 50%). Las lineas
punteadas muestran la clasificacion de los niveles de toxicidad segun Kong (2009).
El andlisis de los datos se realizd por ANOVA vy test de Tukey. Los datos son de
tres ensayos independientes (n=4) y se representan como el promedio * la

desviacion estandar.

4.1.2. Citotoxicidad de R-848

El andlisis de clasificacion de citotoxicidad determind que R-848 no fue toxico a
las células HD-11 a las 24 h, desde la concentracion de 2.5 hasta los 40 pg/mL, sin
presentar diferencia significativa con respecto al CN (Figura 2A). Mientras, a las
48 h de exposicion, R-848 no fue toxico hasta 10 pg/mL (Figura 2B) y a partir de
esa concentracion se observé una dosis respuesta, pasando de no toxicas a

ligeramente toxicas y finalmente toxicas a mayores concentraciones.

Por otro lado, el analisis de 1Cso de R-848 dio valores de 129.8 y 22 pg/mL a las 24
y 48 h respectivamente (Figura 3 A, B). Esas dosis determinan las concentraciones
inhibitorias que causan el 50% de la citotoxicidad de las células, sin embargo, esos
valores de 1Cso se encontraron clasificados en el limite de ser ligeramente toxicos
segun la clasificacion de niveles de citotoxicidad. Por ello, para los ensayos de
combinacion de ambos adyuvantes se usaron 10 y 20 pug/mL de R-848 porque no

representan ser toxicos hasta las 48 h.

Cabe mencionar, que otros autores usaron concentraciones menores a 50 pg/mL de
R-848 en sus estudios de citotoxicidad, y no evidenciaron afeccion en la viabilidad

celular (Anfray, 2021; Vinod, 2019; Peine, 2014; Stathopoulos, 2012). Por otro
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lado, la ficha técnica del producto y otros autores reportan una modulacién de la

respuesta inmune a partir de 10 ug/mL de R-848 (21,26).
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Figura 2. Andlisis de citotoxicidad de R-848 en relacion al porcentaje de
viabilidad celular. Las células HD-11 se expusieron a diferentes concentraciones
de R-848 por 24 y 48 h. El porcentaje de viabilidad celular se determind por la
férmula: (DO muestra/DO CN) x100%. DO, densidad optica; CN, control negativo;
CP, control positivo (células tratadas con etanol al 50%). Las lineas punteadas
muestran la clasificacion de los niveles de toxicidad. El analisis de los datos se
realizd por ANOVA vy el test de Tukey. Los datos son representativos de tres
ensayos independientes (n=9-12) y son expresados como el promedio + la

desviacion estandar * p < 0.05 comparado con el CN.
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Figura 3. Concentracion inhibitoria (ICs0) de R-848 a las 24 y 48 h de
exposicion. Las células HD-11 se trataron con diferentes concentraciones de R-848
en un rango de 2.5 hasta 320 pg/mL por 24 h (A) y 48 h (B). Los datos se generaron

usando GraphPrism software para el calculo de 1Cso. Los datos son representativos
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de tres ensayos independientes (n=7-12) y representan el promedio + la desviacion

estandar.

4.1.3. Citotoxicidad de la combinacion de R-848 y Adyuvax

Antes de evaluar el sinergismo de ambos adyuvantes en la respuesta inflamatoria
de las células HD-11, se determin0 la citotoxicidad de la combinacion de ambos
compuestos para conocer si tenian un efecto negativo sobre las células. Debido a
que Adyuvax carece de tener efecto tdxico sobre las células HD-11, se
seleccionaron tres concentraciones (25, 50 y 100 pg/mL) de Adyuvax que fueron
clasificadas como “no toxicas” y se combinaron con 10 y 20 pg/mL de R-848
(rango no toxico y menor del 1Cso de 22 pg/mL). La combinacion de ambos
adyuvantes no evidencio efecto citotoxico en las células HD-11 tanto a las 24 y 48
h en todas las concentraciones evaluadas, alcanzando una viabilidad promedio al
100% (Figura 4A,B). Estos resultados sugieren que la combinacion tiene un efecto

positivo en la viabilidad celular.
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Figura 4. Analisis de la citotoxicidad de la combinacion de Adyuvax (A) y R-
848 (R). Las células HD-11 se expusieron a diferentes concentraciones de la
combinacion de R-848 mas Adyuvax por 24 (A) y 48 h (B). El porcentaje de
viabilidad celular se determind por la férmula: (DO muestra/DO CN) x100%. DO,
densidad o6ptica; CN, control negativo; CP, control positivo (células tratadas con
etanol al 50%); A25, 25 pg/mL de Adyuvax; A50, 50 pg/mL de Adyuvax; A100,
100 pg/mL de Adyuvax; R10, 10 pg/mL de R-848; R20, 20 pg/mL de R-848. Las
lineas punteadas muestran la clasificacion de los niveles de toxicidad. El anélisis de
los datos se realizé por ANOVA vy test de Tukey. Los datos corresponden a un
ensayo independiente (n=4) y es expresado como el promedio £ la desviacion

estandar. * p < 0.05 comparado con el CN.

Paralelamente en cada ensayo de citotoxicidad individual o en la combinacién de
Adyuvax con R-848, se registro las fotografias de la morfologia de las células HD-

11 expuestas a los adyuvantes (Anexo 1, 2y 3).

4.2 Morfologia de las células HD-11 infectadas con VENC

Luego del analisis de citotoxicidad individual (Figuras 1, 2 y 3) y la combinacion
de ambos adyuvantes (Figura 4), se expuso a las células HD-11 infectadas con
VENC con 50 pg/mL de Adyuvax y 10 pg/mL de R-848. Ambas concentraciones
se encontraron en el rango no toxico, ademas de ser concentraciones usadas por
otros autores en ensayos de expresion génica. A manera de observacion se registro

fotografias representativas de las células HD-11 infectadas con VENC vy tratadas
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con ambos adyuvantes, observando, ademas de las formas tipicas (huso y redondas)
un mayor numero de células abultadas con vacuolas en comparacion al tratamiento
individual de cada adyuvante y a los controles (células solo con VENC y CN)
(Figura 5). Esta apariencia celular se denot6 a las 6 y 12 h de exposicion al menos
de 1-3 células por campo y mas de 5 células con esa misma apariencia a las 24
horas. A las 48 h se observd mayor confluencia celular en todos los tratamientos y

escasas celulas abultadas o gigantes.
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Figura 5. Imagenes representativas de células HD-11 expuestas a diferentes

tratamientos con Adyuvax y R-848 a diferentes tiempos de incubacion. Las
células HD-11 se estimularon con VENC y seguidamente se expusieron a los

diferentes tratamientos con Adyuvax y R-848 y la combinacion de ambos por 6, 12,
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24 y 48 h. CN, control negativo; VENC (NDV), virus de la enfermedad de
Newcastle. Células HD-11 abultadas con vacuolas (Flecha negra). Microparticulas
de Adyuvax (Triangulo negro). Las fotografias son representativas de un

experimento independiente (n=3). Magnitud 40x.

4.3. Expresion de genes de citocinas inflamatorias en las células HD-11

infectadas y estimuladas con los adyuvantes.

Previo al andlisis de la expresion relativa del ARNm de citocinas inflamatorias y de
INOS, se optimizaron las condiciones de la técnica RT-PCR. El tratamiento con
ADNasa para obtener un RNA puro libre de contaminantes de ADN genomico, se
verificO mediante un PCR y una electroforesis que no mostraron amplificaciones
de ADN genémico (Anexo 4). Seguidamente, se evalud las condiciones de
temperatura de alineamiento y desnaturacion paralelamente con los tiempos de
tratamiento con ADNasa obteniéndose las condiciones de ciclaje 6ptimas de RT-

PCR (Anexo 5).

El analisis de la expresion relativa de genes mostré un aumento de IL-1p a
intervalos de 6, 12, 24 y 48 h en células HD-11 infectadas y estimuladas con la
combinacion de Adyuvax mas R-848, similar al tratamiento individual con R-848
pero significativamente diferente a Adyuvax. La mayor expresion de IL-1p se

observo a las 12 h y descendié a mayor tiempo de estimulacion (Figura 6A).

Mientras, la expresion de IFN-y mostré un aumento a las 6 h en células HD-11

infectadas y estimuladas con Adyuvax méas R-848 con respecto a los demas tiempos
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de estimulacion. Asimismo, ese aumento fue diferentemente significativo a la

estimulacion individual de R-848 y no significativo con Adyuvax (Figura 6B).

Los resultados sugieren que la combinacion de ambos adyuvantes favorece el

sinergismo entre ellos y estimulan la produccion de citocinas inflamatorias.

A)
6_
—1 Adyuvax (A)
=) 5 . mm R-848 (R)
= — = R+A
© 4= *%
= —
©
e *
c —
NS
[70]
[¢)]
S
x
LIJ
’(5
48 h
B)
3.0
-
3 2.5
e |, ¢
LL o]
c 2.0 2 l
=
©
© 1.5- I o
S ©
g 1.0 9 o
3 o
w 0.5- o o) o
0.0
6h 12 h 24 h
Hrs

Figura 6. Niveles de expresion diferencial de mMRNA de IL-1§ e IFN-y en células

HD11 estimuladas con VENC y tratadas con Adyuvax y R-848 por 6, 12, 24y
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48 hr. Los resultados de expresion relativa para IL-1p (A) e IFN-y (B) son
presentados como fold change comparado a niveles en controles de células
infectadas con VENC. La expresion del gen se normalizé con el gen B-Actina y
calculado por el método 2"-AACt. Los datos corresponden a un ensayo
independiente (n=3) y son expresados como el promedio + la desviacion estandar.
El test de student se realizé para el andlisis de dos grupos independientes. Las
columnas correlacionadas y marcadas con asteriscos fueron consideradas

significantes*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

4.4. Produccion de citocinas

No se detectd la produccion de IFN-y e IL-1p para los rangos de deteccion usados
en este ensayo (IFN-y, 19-1200pg/mL; IL-1B, 62—4000 pg/mL) en los
sobrenadantes de las células HD-11 infectadas con VENC vy tratadas
individualmente o en combinacion de adyuvantes en todos los tiempos evaluados

(6,12, 24y 48 h).

4.5. Activacion de las células HD-11 infectadas con VENC y estimuladas con

los adyuvantes

Finalmente, se evaluo la activacion de las células HD-11 infectadas frente a los
tratamientos de adyuvantes mediante la expresion de éxido nitrico sintetasa (iNOS)
y la produccién de 6xido nitrico mediante el método de Griess. Se observd una

creciente expresion significativa de iNOS en la combinacién de Adyuvax mas R-

32



848 hasta las 48h, similar comportamiento lo hizo R-848, no obstante,
estadisticamente diferente a Adyuvax (Figura 7). Sélo a las 12 h de exposicion se
observo un aumento significativo de iNOS en la combinacion de Adyuvax mas R-

848 con respecto a la estimulacion de cada adyuvante.

Mediante el método de Griess no se detecto la produccidn de oxido nitrico a las 6
y 12 h de exposicién con los diferentes tratamientos. Sin embargo, a las 24 h y 48
h se detect6 mayor produccion de éxido nitrico en los grupos estimulados con
Adyuvax mas R-848 y con R-848 individualmente cuando comparados a los otros
grupos (Adyuvax, control negativo, VENC). A las 48 horas, la combinacion de
Adyuvax méas R-848 produjeron mayor Oxido nitrico que a las 24h y
estadisticamente significativo con respecto a R-848, Adyuvax, VENC y CN (Figura
8). La produccion de éxido nitrico por las células HD-11 estimuladas con VENC
mas la combinacion con los adyuvantes acompafia a los resultados de expresion

génica de iNOS.
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Figura 7. Niveles de expresion diferencial de mRNA iNOS en células HD11
estimuladas con VENCy tratadas con Adyuvax y R-848 por 6, 12, 24 y 48 hr.
Los resultados de expresion relativa para iNOS son presentados como fold change
comparado a niveles en controles de células infectadas con VENC. La expresion del
gen se normalizé con el gen B-Actina y calculado por el método 27-AACt. Los datos
corresponden a un ensayo independiente (n=3) y son expresados como el promedio
+ la desviacion estandar. El test de student se realiz6 para el anlisis de dos grupos
independientes. Las columnas correlacionadas y marcadas con asteriscos fueron

consideradas significantes*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Figura 8. Evaluacion de la produccion de 6xido nitrico (NO) en sobrenadante
de células HD11 estimuladas con VENC, Adyuvax (A), R-848(R) y A+ R a
diferentes tiempos de exposicion. VENC, virus de la enfermedad de Newcastle;
ND, no detectado. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes (n=6) por duplicado y son expresados como el promedio *
desviacion estandar. El test de student se realizd para el analisis de dos grupos
independientes. Las columnas correlacionadas y marcadas con asteriscos fueron

consideradas significantes *p < 0.05*; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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V. DISCUSION

La efectividad de las vacunas inactivadas contra VENC presentan una robusta
respuesta inmune humoral pero una débil respuesta celular, por lo que es necesario
explorar nuevas estrategias en la formulacion de los adyuvantes para potenciar su
respuesta inmune (8). Los adyuvantes a base de sales de aluminio y fosfatos de
calcio inducen una robusta respuesta humoral generando altos titulos de anticuerpos
(14), mientras que los adyuvantes agonistas de TLR-7/8 como R-848 tiene un efecto
inmunomodulatorio e inducen una respuesta inmune celular (18,26). Estudios han
mostrado que la coadministracion de R-848 con vacunas inactivadas de VENC
mejora la respuesta inmune humoral y celular en pollos (8,26). Por otro lado, la
formulacién de R-848 con sales de hidroxido de aluminio en vacunas contra la
fiebre aftosa potencia la respuesta inmune humoral y celular (21). Debido a que la
combinacién de adyuvantes en la formulacion de vacunas potencia la respuesta
inmune celular, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de Adyuvax y
R-848 en la expresion y produccion de citocinas en macrofagos de pollos

estimulados con VENC.

Se evalud la citotoxicidad de ambos adyuvantes sobre las células de macréfagos de
pollo HD-11, que constituyen un modelo in vitro para explorar las propiedades
inmunoactivantes o inmunomodulatorias en estudios de vacunas (26,36). Adyuvax
no causo toxicidad en los macrofagos, por el contrario, mostré aunque sin diferencia
estadisticamente significativa una viabilidad cercana y superior al 100% tanto a las
24 y 48 h de exposicion. Similares resultados de viabilidad se observaron en otros

estudios, como el de Nies y colaboradores donde reportan que células de
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macrofagos humanos (THP-1) expuestos a adyuvantes de hidroxido de aluminio y
magnesio (10-100 pug/mL) presentaron una viabilidad superior al 100% a las 24 h
de exposicion (37). Otro estudio reporto que células Vero expuestas con fosfatos de

calcio al 0.125% por 48 h presentaron una viabilidad de mas del 95% (38).

Los metodos utilizados para medir la viabilidad o citotoxidad celular se basan en el
aprovechamiento del metabolismo de las células vivas quienes son capaces
bioreducir sustancias quimicas como el MTS usado en este estudio, lo cual es una
evidencia contundente de que la célula se encuentra viva, ya que bajo una condicion

de muerte celular no se evidenciaria esta reaccion colorimétrica.

Adicionalmente estos métodos podrian evaluar el proceso de proliferacion celular
debido a que un mayor numero de células a las sembradas se va a traducir en una
mayor sefial colorimétrica (absorbancia o densidad dptica) que incluso puede ser
mayor a la del control negativo (donde se asume que hay 100% de viabilidad).
Ademas, puede ocurrir que una linea celular como la usada en este estudio puede
iniciar un proceso de proliferacion espontaneo o inducido por las concentraciones
de los productos que no son citotdxicos para las células. Es posible entonces tener
viabilidades mayores al 100% teniendo en cuenta que la absorbancia del Control
Negativo es igual al 100% y las absorbancias de las muestras problemas
(concentraciones del producto) pueden ser superiores al CN; sin embargo, el
objetivo de este estudio no es evaluar la proliferacion celular sino la viabilidad que
este caso se expresa de manera porcentual y en algunos caso superior al 100%. Al
respecto Wang y colaboradores (39), muestras resultados de experimentos donde
evaltan con MTS la viabilidad celular y se muestras que debido a los procesos de

proliferacion se pueden observar porcentajes de viabilidad superior al 100%.
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La composicion de Adyuvax contiene fosfatos de calcio en mayor proporcion,
componente natural del cuerpo humano, inorganico y biodegradable, ademas de,
sales de aluminio y magnesio en menor cantidad (10,23,41). Ello podria explicar
también porque Adyuvax no mostré resultados toxicos a las concentraciones
evaluadas. Ademas, estos tipos de adyuvantes son reconocidos como agentes de
liberacion, es decir ayudan a la preservacion del antigeno vacunal y una liberacion
lenta para la proteccion prolongada en el animal (14), cumpliendo los principales

modos de acciodn en la formulacién de una vacuna (11).

Por otro lado, R-848 seguin su IC50 causo toxicidad a las células HD-11 a partir de
concentraciones mayores de 22 pg/mL a las 48 horas respectivamente. Por ello se
selecciond las concentraciones de 10 y 20 pg/mL de R-848, y fueron combinadas
con 25, 50 y 100 pug/mL de Adyuvax para exponer en células HD-11, en donde se
evidencié que no hubo un efecto negativo sobre las células HD-11, méas bien
favorecio la viabilidad celular comparada a los grupos tratados individualmente.
Debido a ello, en el estudio se opt6 por usar 50 pg/mL de Adyuvax y 10 pg/mL de
R-848 para los subsecuentes ensayos debido a no ser toxicos. Ademas, que la
concentracion de 10 pg/mL de R-848, ha sido utilizada en combinacion con vacunas
inactivadas de VENCen ensayos de fagocitosis, produccién de 6xido nitrico en
células HD-11 (26); y en esplenocitos de ratones naive para evaluar la expresion de
citocinas proinflamatorias (21). Asimismo, la ficha técnica del producto y otros
autores reportan una modulacion de la respuesta inmune a partir de 10 pg/mL de
R-848 (21,26). Por su parte, un adyuvante similar al Adyuvax fue estudiado a la

concentracion de 50 pg/mL (37).
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Cabe resaltar que la morfologia de las células HD-11 expuestas tanto a R-848 y
Adyuvax presentaron formas tipicas ovoides y alargadas en forma de huso (42)
similar al control negativo. Adicionalmente, se observaron células con vacuolas
notorias (26), abultadas (activadas) (43), algunas con alteraciones en la membrana
celular, fragmentacion del nucleo similar a un proceso de apoptosis (44) y otras con
formacion de vesiculas en la membrana plasmatica (43). Esas caracteristicas se
observaron tanto cuando se trataron individualmente o en la combinacion de ambas.
A diferencia de R-848, se observd microparticulas propias del Adyuvax inmersas
en la monocapa celular, y fue mas notoria en mayores concentraciones. Es posible
que los cristales formen agregados y sean fagocitados por los macréfagos
presentando la morfologia tipo apoptética, lo que conduce a estimular una respuesta

inmune (45).

Previo al analisis de expresion génica, se optimizaron las condiciones de RT-PCR
a base de un estudio previamente reportado (33). El empleé de ADNasa en el ARN
y las condiciones de reaccion en los pasos de desnaturacion 95°C/5 seg a 95°C/15
seg y alineamiento 60°C/15 seg a 60°C/25 seg de acuerdo a las condiciones usadas
por otros autores (17,46) mejoré la especificidad de la curva de melting a un solo
pico. Con esas condiciones, el analisis de expresidn de genes demostrd que R-848
y la coadministracion con Adyuvax estimularon la expresion de IL-1p en células
HD-11 infectadas comparadas a la estimulacion con Adyuvax. IL-1B,es una
citocina antiviral que actia como un mediador de la respuesta proinflamatoria (47),
es producida por monocitos, macrofagos y celulas dendriticas. Ademas, media la
respuesta inmune innata y adaptativa con énfasis en la activacion de células

presentadoras de antigeno e induccion en la respuesta mediada por células T, por lo
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que contribuye al modo de accién de las vacunas con adyuvantes (48).

R-848, agonista de TLR7, es un potente inductor de citocinas inflamatorias y su
efecto ha sido investigado en estudios in vivo e in vitro de enfermedades aviares
(8,21,26), ademas en ratones y en humanos (49-52). La estimulacion de IL-1p sélo
por R-848 se compara con el estudio de Gupta y col, que reportan el aumento de la
expresion de la citocina en células DF-1 infectadas con VENC a las 9 y 18 h de
estimulacion (18). Mientras, Sachan y col reportaron la sobre regulacién de IL-1
en esplenocitos de pollos estimulados con R-848 y una respuesta celular (CD4+ y
CDB8+) en PBMC de pollos que recibieron R-848 mas VENC inactivado (8). Estos
reportes sustentan nuestros hallazgos con respecto a la estimulacion de R-848 como

potente inductor de IL-1p.

No obstante, la combinacién de R-848 con Adyuvax estimul6 en las células HD-11
infectadas un similar y ligero aumento de la expresién de IL-1p con respecto a R-
848 pero significativamente diferente a Adyuvax. El efecto de R-848 con la
combinacién con adyuvantes de sales aluminio y/o fosfatos de calcio han sido poco
estudiados. Sin embargo, el efecto sinérgico de R-848 regulando la expresion de
IL-1B con otros agentes inmunoestimulantes se ha explorado en PBMC de aves
expuestos a R-848 méas LPS (19,50). Similar estudio de Philbin y col, demuestran
la sobre regulacion de IL-1B en células HD-11 estimuladas con R-848 més

loxoribina (45).

Por otro lado, la expresion de IL-1 por parte de Adyuvax, puede deberse a que los
adyuvantes a base de sales de aluminio cumplen la accion de captacién de antigeno,

sefial de dafio por parte del Al; y estimulan la activacion de NLRP3 en macréfagos

40



(22,36). Ademas, la reducida expresion de IL-1pB, puede darse por su composicion
ya que Adyuvax contiene menos concentracion de sales aluminio, y mayor
concentracion de fosfato de calcio, que cumplen una funcion protectora del antigeno
vacunal contra degradaciones proteoliticas o enziméticas naturales, y propiamente
por ser un transportador del antigeno (10). Por su naturaleza, adyuvantes de este
tipo ejercen una robusta respuesta inmune humoral més que celular como lo descrito
por los adyuvantes a base de aluminio (48). Por consiguiente, los resultados
muestran, que aunque no se detectd la produccion de IL-1p mediante ELISA, su
expresion en este estudio se evidencia tras la estimulacion individual de R-848 o la
co-estimulacién con Adyuvax, sugiriendo que el sinergismo de ambos adyuvantes

inducen la expresion de I1L-1p.

Igualmente, se observa que la combinacion de R-848 con Adyuvax, a las 6 h de
exposicion estimul6 la induccion IFN-y diferente a la estimulacion individual a R-
848 y estadisticamente no significativa con Adyuvax. El interferon tipo 2, IFN-y,
es una citocina pleiotrépica con actividad antiviral y con efecto inmunomodulatorio
en infecciones virales (53). Estudios previos reportaron que R-848 estimul6 la sobre
regulacion de IFN-y en células DF-1 infectadas con VENC a las 27 h de
estimulacion (18). Mientras, Sachan y col, encontraron una induccion de IFN-y en
esplenocitos de pollos tratados con R-848 (8). Un estudio mostrd el efecto
inmunomodulador de R-848 junto con LPS en PBMC de aves estimulando la
produccion de IFN-y después de 24 h de estimulacién. Por su parte, Zhou y col,
mostraron la induccion de IFN-y en esplenocitos de ratones estimulados R-848 en
combinacion con hidréxido de aluminio, Poly (I:C) y antigeno de fiebre aftosa (21).

Estas investigaciones refuerzan los resultados del presente estudio, mostrando una
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vez mas que la combinacion de R-848 y Adyuvax sinérgicamente regula la

expresion de una citocina inflamatoria, IFN-vy, en las células HD-11 infectadas.

No obstante, IFN-y al igual que IL-1B no se detectaron mediante ELISA. Esos
hallazgos, sugieren varias hipotesis, una de ellas es que la sintesis de citocinas tiene
un tiempo de vida corta y que solo es detectada en el espacio intracelular a nivel de
expresion génica que es mas sensible. Al respecto son pocos los estudios que
intentaron correlacionar la expresion relativa de ARNm y la produccion de
proteinas, pues la tecnologia permite la evaluacion de patrones de expresion génica
de una manera que actualmente no es posible con las proteinas debido a la
complejidad del proteoma (54). Otra hipdtesis es que no fue posible detectar las
proteinas por no encontrarse en el rango de deteccion del kit comercial de ELISA

usado en el estudio.

Por otro lado, la expresién de iNOS y produccién de 6xido nitrico en las células
HD-11 infectadas y estimuladas con la combinacién de R-848 con Adyuvax, o sélo
con R-848 se evidenciaron de manera ascendente hasta las 48h. Esos resultados son
similares a otros reportes en células HD-11 o PBMC de aves estimuladas con R-
848 mas LPS, donde la produccion de oxido nitrico, al igual al presente trabajo,
alcanzd niveles altos de expresion a las 24 y 48 h (19,26). La produccién del 6xido
nitrico (NO) es una herramienta de defensa innata del huésped contra agentes
infecciosos invasores y junto con INOS son considerados biomarcadores de
activacion de macrofagos. La activacion de las células HD-11 también se vio
reflejado en la morfologia de las células activadas con presencia de vacuolas (26) y
células abultadas (43) luego de la estimulacion de VENC mas la combinacion de los

adyuvantes. Por otra parte, la sobre produccion de éxido nitrico puede regular
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negativamente el inflamasoma y la secrecion de IL-1 (55). Bajo esa premisa surge
la hipotesis de que la ausencia de produccion de 6xido nitrico a 6 y 12 h permitio la
elevada expresion de IL-1p a las 12h, mientras que a mayor tiempo de estimulacion
la elevada produccion de oxido nitrico regulo negativamente la expresion de la

citocina.

El futuro del desarrollo de adyuvantes vacunales consiste en la combinacion de dos
0 mas de ellos, principalmente en los agonistas de PRR y adyuvantes de particulas,
lo cual podria repercutir en la mejora de la calidad y cantidad de la respuesta inmune
contra los antigenos vacunales (11). Este estudio explorativo muestra que la
combinacion de R-848 mas Adyuvax, ambos con propiedades inmunomodulatorias,
tienden a activar células inmunes innata como los macrofagos capaces de expresar
citocinas inflamatorias, Utiles para la formulacion de una vacuna inactivada que

conlleve reforzar una respuesta inmune celular.

VI. CONCLUSIONES

e Adyuvax hasta la concentracion de 800 pg/mL no resulta tener un efecto
citotoxico para las células HD-11.

e R-848 demostro tener un efecto citotoxico a medida que se incrementaba la
concentracion de manera dosis dependiente, siendo su IC50 de 129 pg/mL
y 22 pg/mL a las 23 y 48 h respectivamente.

e La combinacion de Adyuvax y R-848 a las concentraciones evaluadas no

mostraron efecto citotdxico en las células HD-11.
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e La combinacion de Adyuvax y R-848 aumentan la expresion relativa de
genes en los macrdfagos de pollo, sin embargo la combinacién no expresa
una diferencia estadisticamente significativa en comparacion al grupo
tratado solo con R-848 excepto en la expresion de iNOS a las 12 horas e
IFN-y a las 6 horas. Sin embargo, no se sostiene en el tiempo. Se atribuye
este efecto a la accion inmunomoduladora de R-848.

e Lacombinacion de Adyuvax y R-848 como el grupo tratado solo con R-848
evidenciaron la activacion de las células HD-11 a través de la produccion

de 6xido nitrico.

VIlI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar la exploracion del estudio en células
mononucleares de sangre periférica de pollos estimulados con los mismos
tratamientos.

e Se recomienda continuar la linea de investigacion, realizando un estudio in
vivo en pollos de engorde de 01 dia de edad con la finalidad de evaluar la
produccion de anticuerpos.

e Serecomienda ampliar la evaluacion de citocinas inflamatorias, tanto en la
expresion relativa de ARNm como la proteina soluble, en el afan de obtener
una caracterizacion del perfil de citocinas tras el uso de estos adyuvantes.

e Se recomienda realizar estudios de otras vias de activacion por ejemplo la
via de activacion de los TLR-7.

e Se recomienda incluir un estimulo con LPS o antigeno viral que estimule

las variables estudiadas.
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ANEXOS

ANEXO 1: Morfologia de células HD-11 expuestas a diferentes
concentraciones de Adyuvax

Del ensayo de citotoxicidad de Adyuvax, se observo por microscopia la morfologia
de las células HD-11 tratadas a diferentes concentraciones con su forma tipica a un
macrofago, ovoide, en huso y similar al control de células sin tratamiento (CN). Sin
embargo, se observé microparticulas dispersas en la suspension celular en los
grupos tratados con Adyuvax, siendo mas visibles a mayor concentracion de este
adyuvante (Figura Anexo 1). Por otro lado, las células expuestas a etanol al 50%
(control positivo) se mostraron con vacuolas, crenadas y diferentes al CN. Esas

observaciones fueron similares a las 24 h y 48 h de exposiciones a Adyuvax.
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Figura Anexo 1. Imagenes representativas de células HD-11 expuestas a
diferentes tratamientos de Adyuvax. Células HD-11 tratadas con 12.5, 50, 200
y 800 pg/mL de Adyuvax por 24 h (A) y 48 h (B). CN, control negativo (células
no tratadas); CP, control positivo (células tratadas con etanol al 50%). HD-11 en
forma ovoide (Flecha verde), huso (Flecha roja) y abultadas con granulos
intracelulares (Flecha azul). Microparticulas dispersas (Triangulo). Las fotografias

son representativas de tres experimentos independientes (n=4). Magnitud 40x



ANEXO 2: Morfologia de células HD-11 expuestas a diferentes
concentraciones de R-848

Las imégenes microscopicas mostraron que las células expuestas a R-848, tanto a
las 24 y 48 h, presentaron formas ovoides, en huso y con mas presencia de vacuolas,
estas Ultimas diferentes al CN (Figura Anexo 2). La presencia de acumulacion de
las vacuolas intracelulares se observo en todas las concentraciones evaluadas, y
hubo mayor niumero de células con vacuolas a mayores concentraciones (160 y 320
ng/mL). A diferencia del CN, a mayores concentraciones de R-848 se observa
células con alteraciones en la membrana celular (Apoptéticas) y células abultadas

(“gigantes").
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Figura Anexo 2. Imagenes representativas de células HD-11 expuestas a
diferentes tratamientos de R-848. Células HD-11 tratadas con 5, 10, 40 y 160
png/mL de R-848 por 24 h (A). CN, control negativo (células no tratadas); CP,
control positivo (células tratadas con etanol al 50%). HD-11 en forma ovoide
(Flecha verde), huso (Flecha roja) y apoptoticas (Flecha azul). Células con vacuolas
(Triangulo). Las fotografias son representativas de tres experimentos

independientes (n=4). Magnitud 40x.



ANEXO 3: Morfologia de células HD-11 expuestas a la combinacion de
Adyuvax y R-848

Las imagenes representativas muestran que las células HD-11 expuestas a las 24 h
con la combinacion de ambos adyuvantes se observan de formas ovoides, en huso
y con acumulo de vacuolas (Figura 7). Ademas, a comparacion del CN se observa
células apoptoticas, células abultadas y las microparticulas del Adyuvax, similares
caracteristicas observadas cuando se trataron en forma individual con cada
adyuvante. No obstante, la combinacion de 25 y 50 pg/mL de Adyuvax con R-848,
tanto a 10 y 20 pg/mL, presentd menor cantidad de microparticulas que con la
combinacién de 100 pg/mL de Adyuvax. Por tal, para los ensayos posteriores con
se selecciond trabajar con 50 pug/mL de Adyuvax y 10 pg/mL de R-848 que se
encontraron en el rango no téxico y con caracteristicas morfoldgicas similares
cuando se trataron individualmente (ovoides, en huso, abultadas, con vacuolas,
algunas apoptética y microparticulas). Las imagenes fotogréaficas a las 48 horas
muestran la morfologia celular similar a las descritas a las 24 h (figuras no

mostradas).



A100/R10
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Figura Anexo 3. Imagenes representativas de células HD-11 expuestas a la
combinacion de Adyuvax mas R-848 por 24 y 48h. CN, control negativo; CP,
control positivo (células tratadas con etanol al 50%); A25, 25 pug/mL de Adyuvax;
A50, 50 pg/mL de Adyuvax; A100, 100 pg/mL de Adyuvax; R10, 10 pg/mL de R-
848; R20, 20 png/mL de R-848. HD-11 en forma ovoide (Flecha verde), forma en
huso (Flecha roja), apoptéticas (Flecha azul) y con vacuolas (Triangulo azul).
Microparticulas de Adyuvax (Triangulo negro). Las fotografias son representativas

de dos experimentos independientes (n=4). Magnitud 40x.



ANEXO 4: Tratamiento con ADNasa

Las muestras de ARN extraidas fueron tratadas con ADNasa y analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% después de una reaccién PCR punto final
(Figura Anexo 4). Se observo que esas muestras tratadas no amplificaron productos
de PCR (Figura Anexo 4, lado izquierdo), evidenciando que el ADN gendmico
contaminante fue digerido por el tratamiento en el tiempo aplicado. Por su parte,
las muestras de ARN no tratadas con ADNasa (Figura Anexo 4, lado derecho)
generaron amplicones, lo cual demostré la presencia de ADN gendmico

contaminante.

+ DNase - DNase

kbp

10.0

3.0
1.5

0.5
0.2

Figura Anexo 4. Evaluacion por PCR de contaminacion con ADN genomico en
muestras de ARN. Electroforesis de productos de PCR punto final a partir de ARN
total tratados o no con enzima ADNasa (DNAse, en inglés). La linea superior indica
tratado con enzima (+ DNase) o sin tratar (- DNase). Carril M, marcador de peso

molecular de 1 kbp; carril 1, ARN amplificado con primers IFN-y; carril 2, ARN



amplificado con primers IL-1p. kbp, kilopares de bases. Digestion a 37°C por 40

min.

ANEXO 5: Optimizacién de condiciones del RT-PCR para citocina

Las condiciones iniciales usadas para desarrollar la metodologia de RT-PCR para
cuantificacion relativa se realizé de acuerdo a Nang y colaboradores (33), usando
20 pmol de primers y 2 ul de ADNCc, sin tratamiento con ADNasa. Los analisis de
las curvas de melting mostraron que para el gen IL-1B se evidenci6 inespecifidad
por la presencia de varios picos (Figura Anexo 5B), donde IFN-y y B-actina si
mostraron un solo pico (Figura Anexo 5A,C), no siendo estas condiciones optimas.
Con ello, se realizaron evaluaciones de las temperaturas de alineamiento (55, 57,
58,59, 60 y 61°C) en el RT-PCR usando como referencias los genes de IFN-y, IL-
1B y B-actina (Tabla 5). Los andlisis de las curvas de melting de las reacciones RT-
PCR realizadas con el ADNc sintetizado a partir del ARN tratado con ADNasa
mostraron un solo pico con todas las temperaturas de alineamiento evaluadas en el
caso del gen de la B-actina (Figura Anexo 5 F). Para el caso del gen de IFN-y, se
observd mas de un pico a 61°C (Figura Anexo5 D) y con el gen IL-1p se observaron
2 picos con las temperaturas de alineamiento de 59 y 61°C, donde los picos
adicionales no especificos corresponderian a dimeros de primers por que estos
aparecieron alrededor de 75°C (Figura Anexo 5 E). Se realizo electroforesis en gel
de agarosa con los productos PCR de las reacciones RT-PCR para verificar la
especificidad y robustez de las condiciones evaluadas para cada gen en este ensayo,

donde se observaron bandas Unicas (Figura Anexo 5 G). Las bandas obtenidas con



IL-1pB no fueron tan robustas sugiriendo un ajuste en las condiciones de ciclaje para

mejorar la robustez.
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Figura Anexo 5. Evaluacion de especificidad analizando las curvas melting
mediante RT-PCR en gradiente. Se realiz6 analisis de las curvas de melting
obtenida para cada temperatura de alineamiento evaluada. (A) Curvas melting de
IFN-y, (B) curvas melting de IL-1p, (C) curvas melting de B-actina, todos ellos con
20 pmol de primers y 2 ul de ADNc. (D) Curvas melting de IFN-y, € curvas melting
de IL-1B, (F) curvas melting de B-actina, RT-PCR en gradiente usando 10 pmol de

primers y 1 pl de ADNc previamente tratado con ADNasa por 40 min. (G)



Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de RT-PCR con la siguiente
condicion de ciclaje: 50°C/ 2 min, 95°C/ 2 min, 40 ciclos de 95°C/ 5 seg, 60°C/ 15

segy 72°C/ 25 seg.

Se realizaron otras reacciones RT-PCR, modificando el tiempo en el paso de
desnaturacién de 5 seg a 15 seg, la temperatura de alineamiento fijada en 60°C ¢
incrementado el tiempo de alineamiento de 15 seg a 25 seg. Las curvas de
amplificacion y curvas melting obtenidas mostraron que esta condicion de ciclaje

fue mas adecuada, donde el amplicon para el gen de IL-1B fue mas robusto, y
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manteniendo especificidad para los otros genes evaluados (Figura 6-A), y estos

resultados fueron verificados por electroforesis en gel de agarosa (Figura 6-B)



Figura Anexo 6. Evaluacion de especificidad usando RT-PCR en gradiente.
(A) Se realiz6 andlisis de las curvas de melting obtenida con nuevas condiciones de
ciclaje (50°C/ 2 min, 95°C/ 2 min, 40 ciclos de 95°C/ 15 seg, 60°C/ 25 seg'y 72°C/
25 seq), usado con los genes IFN-y, IL-1B, y B-actina, (B) Electroforesis en gel de
agarosa 2% de los productos de RT-PCR donde se observa especificidad y robustez
de los amplicones. Carril 1 (réplica 1), carril 2 (réplica 2). Marcador de peso

molecular: 1 kbp DNA ladder.

Los resultados de los 2 ensayos realizados se obtuvieron con ARN tratado con
ADNasa por 40 min, donde se evalu6 también la variacion de los valores Ct en las
réplicas. Inicialmente, se compararon los tratamientos de ARN por 30 y 40 min
respectivamente, usando como referencia el gen de B-actina. Se observo que usando
1 uL de ambos ADNCc tratados, sus valores Ct correspondientes tuvieron muy baja
variacion, evidenciado por la desviacion estandar (0.11 y 0.26), y con coeficientes
de variacion (0.69 y 1.66) para 30 y 40 min de tratamiento con ADNasa,
respectivamente. Asimismo, usando 2 uL de ADNc el valor de desviacién estandar
(SD) se incremento a 1.25 y coeficiente de variacién (CV) a 8.75 para tratamiento
por 30 min con ADNasa (Tabla 6). Entretanto, el ARN que fue previamente tratado
por 40 min generd valores Ct menores, con SD de 0.35y CV de 2.33, siendo valores
préximos a los obtenidos usando 1 pl de ADNc (Tabla 6). Con ello, se verificd que
en reacciones de RT-PCR usando ADNCc sintetizado a partir de ARN tratado con
ADNasa por 40 min se obtienen valores Ct con poca variacion entre sus réplicas.
Con esta informacion, se realiz6 ensayo adicional incluyendo los genes IFN-y, IL-
1B y B-actina con previo tratamiento del ARN por 50 min con ADNasa. Se verifico

que los valores de SD y CV de los Ct obtenidos de los genes evaluados tuvieron



valores muy bajos (Tabla 6), siendo esta Gltima condicion que fue usada para todos

los ensayos, junto con las nuevas condiciones de ciclaje.

Tabla 6. Efecto de tratamiento con ADNasa en la variacion de los valores Ct

ADNasa 30 min 40 min 50 min
Gen B-actina  B-actina | B-actina PB-actina B-actina IFN-y IL-1B iNOS
ADNCc 1 ul 2 ul 1ul 2 ul 1ul 1ul 1ul 1ul
Promedio 15.92 14.36 15.64 15.01 18.98 39.18 29.86  23.96
SD + 0.11 1.25 0.26 0.35 0.21 0.025 0.19 0.22
CV% 0.69 8.71 1.66 2.33 1.11 0.06 0.64 0.91




