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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar los niveles de expresion relativa de los genes de
las citoquinas IL-10 y TGF-B en la mucosa intestinal de alpacas de 2 a 47 dias de edad,
clinicamente sanas. Se formaron tres grupos etarios (seis crias por grupo) conformados
por alpacas de 2 a 8 dias (grupo 1), 10 a 21 dias (grupo 2) y 26 a 47 dias (grupo 3), sin
distincion de sexo o raza. Se tomod la porcién media del yeyuno de cada animal, se extrajo
el ARN total y se emple6 la técnica RT-PCR en tiempo-real con cebadores especificos
para las citoquinas en estudio. La expresion relativa de ARNm de IL10 y TGF-f fue
determinada por el método comparativo 2*2Ct usando como calibrador el yeyuno de tres
fetos de 11 meses de gestacion y como gen endogeno el gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). La expresion promedio de ARNm de IL-10 fue de 7.2141.02
(grupo 1), 13.53+1.26 (grupo 2) y 18.77+1.48 (grupo 3) veces lo expresado por el grupo
calibrador, mostrando diferencia significativa (p<0.05) entre grupos etarios. La expresion
promedio de ARNm de TGF-f fue de 2.1840.23 (grupo 1), 3.0340.18 (grupo 2) y 4.06+0.15
(grupo 3) veces lo expresado por el grupo calibrador, mostrando diferencia significativa
(p<0.05) entre grupos etarios. La expresion de ARNm de IL-10 y TGF-f fue dependiente
de la edad, incrementandose significativamente con la mayor edad de las crias.
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The aim of the present study was to evaluate the relative expression levels of cytokines
IL-10 and TGF-B in the intestinal mucosa of clinically healthy alpacas from 2 to 47 days
old. The animals were classified in three age groups (six animals per group): 2-8 days old
(group 1), 10-21days old (group 2) and 26-47-days old (group 3), regardless sex or breed.
The midportion of jejunum of each animal was collected; total RNA was extracted and
then analyzed by real-time RT-PCR technique using IL-10 and TGF-f specific primers.
The relative mRNA expression analysis was done using the comparative 2-**Ct method.
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as housekeeping gene
and jejunum of three 11-month-old fetuses were used as calibrators. The results showed
that IL-10 mRNA expression levels were 7.21+1.02 (group 1), 13.53+1.26 (group 2), and
18.77+1.48 (group 3) times as expressed by the calibrate group with significant difference
between age groups (p<0.05). Also, TGF-f mRNA expression levels were 2.18+0.23 (group
1), 3.0340.18 (group 2), and 4.06+0.15 (group 3) times as expressed by the calibrate group
with significant difference between age groups (p<0.05). The expression of IL-10 and

TGF-f mRNA was age dependent, increasing significantly in older animals.
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INTRODUCCION

Las células T de la mucosa intestinal
logran mantener un balance entre la toleran-
cia y la respuesta inflamatoria, discriminando
entre microorganismos patdgenos,
microorganismos saprofitos y antigenos
inocuos propio de la dieta alimenticia
(Harrison y Powrie, 2013).

Las células T reguladoras controlan las
respuestas inmunes a nivel intestinal a través
de la produccion de IL-10 y TGF-B. Estas
citoquinas son producidas principalmente por
los diferentes grupos de células T reg como
Th3, Trl o nTreg (Curotto de Lafaille y
Lafaille, 2009); no obstante, TGF-p también
es producido por enterocitos y células pre-
sentadoras de antigenos (Biancheri et al.,
2014) e IL-10 por casi todos los leucocitos
(Saraiva y O’Garra, 2010). Estas citoquinas
regulan la respuesta inflamatoria a través de
muchas funciones como la inhibicion de la
diferenciacion a otros linajes de células T
(Th1, Th2 y Th17), generacion de mas célu-
las T reg, inhibicion en la produccion de
citoquinas pro inflamatorias (IL1, IL-2, IL6,
IL12, IFN-y, IL-4 ¢ IL-17), produccion de
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citoquinas antiinflamatorias (IL-10 y TGF-),
estimulacion de la produccion de IgA por cé-
lulas B y la inhibicion, tanto de la expresion
del MHC-II, como de las moléculas
coestimuladoras en células presentadoras de
antigenos (Spits y de Waal Malefyt, 1992;
Konkel y Chen, 2011).

En la mucosa intestinal de las alpacas
se ha determinado la expresion de los genes
de las interleucinas TNFa ¢ IL10o (Bardalez
et al., 2013), y en leucocitos circulantes de
alpacas adultas se ha determinado el incre-
mento de la expresion del gen de laIL10 cuan-
do son estimulados in vitro con antigenos
clostridiales (Watanabe et al., 2014).

Teniendo en cuenta la importancia de
estas citoquinas en el equilibrio intestinal, el
presente trabajo busca describir la cinética
de expresion del ARNm de IL-10 y TGF-B
en la mucosa yeyunal de alpacas, con la fina-
lidad de identificar los roles del sistema in-
mune en la defensa del organismo y adapta-
cion de su entorno en los primeros 47 dias de
vida, periodo de gran susceptibilidad a enfer-
medades con altas tasas de mortalidad
(Ameghino y DeMartini, 1991).
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MATERIAS Y METODOS

Animales y Lugar de Ejecucion

Se seleccionaron 21 alpacas clinica-
mente sanas, sin considerar sexo o raza, de
la estacion experimental del Instituto Veteri-
nario de Investigaciones Tropicales y de Al-
tura (IVITA), localizada en el distrito de
Marangani, provincia de Canchis, departa-
mento de Cusco, Pert. E1 IVITA es parte de
la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM). La fase de campo se desa-
rroll6 entre enero y marzo de 2014.

El rebafio de alpacas de la institucion
fue criado en condiciones semiextensivas, con
alimentacion al pastoreo. El estudio fue rea-
lizado en épocas de paricion y empadre, con-
dicionando una alta circulacion de animales
por la monta y estrés fisiologico de madres y
crias. Ademas, el periodo de muestreo coin-
cidi6 con la temporada alta de lluvias, favo-
reciendo el crecimiento de los pastos y la pro-
liferacion de potenciales patogenos produc-
tores de enfermedades entéricas (Rosadio et
al., 2012), que podian ser ingeridos por las
alpacas neonatas.

El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica y Bienestar Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria (FMV) de la
UNMSM.

Disefio Experimental

Se designaron tres grupos etarios de seis
alpacas cada uno. Grupo 1 constituido por
alpacas de 2 a 8 dias de edad, grupo 2 por
alpacas de 10 a 21 dias de edad y grupo 3
por alpacas de 26 a 47 dias de edad. Cada
grupo estuvo conformado por 6 animales.
Se tuvo un grupo control (n=3), constitui-
do por fetos de alpaca de 11 meses de ges-
tacion, exentos de estimulos de la inmuni-
dad pasiva maternal y factores del medio
ambiente. Este grupo control fue usado
como calibrador para el analisis de expre-
sion de genes 224Ct (Livak y Schmittgen,
2001).
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Muestras y Obtencién de Acidos
Nucleicos

Los animales fueron manejados bajo el
protocolo de Autorizacion N.° 2009-001 del
Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la
UNMSM. Para el sacrificio de los animales
se empled 1.5 mg/kg de xilacina (Rompun®)
y 7.5 mg/kg de ketamina (Vetalar®), via
intramuscular, seguido por una sobredosis de
50 mg/kg, via endovenosa, de pentobarbital
sodico (Halatal®).

Se tomo6 una porcion de 2 cm de longi-
tud del yeyuno de cada animal y feto. Estos
segmentos fueron lavados con suero fisiol6-
gico al 0.9% para retirar contenido intestinal
y fueron almacenados en nitrégeno liquido
(-196 °C).

Las muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia de la FMV-
UNMSM. Se utilizo TRIzol® Reagent
(ThermoFisher Scientific, EEUU) y el kit
PureLink™ Micro-to-Midi System
(Invitrogen™, EEUU), siguiendo las indica-
ciones del fabricante, para la extraccion del
ARN total. Posteriormente, se empled el kit
Quant-iT™ RNA HS (Invitrogen, EEUU) y
el fluorometro Qubit® (ThermoFisher
Scientific, EEUU), siguiendo las indicaciones
del fabricante, para cuantificar el ARN y po-
der aislar 1 ug de ARN total.

Para la obtencion del ADNc se empled
el kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis
SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen, EEUU),
siguiendo las indicaciones del fabricante.

Eleccion de Oligonucleoétidos

Se disefiaron los oligonucleotidos
cebadores con base de secuencias de alpaca
publicadas en el Genbank usando el progra-
ma Primer3 output (www.primer3.com) y el
programa BLAST del NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Oligonucledtidos empleados en la RT-PCR Tiempo-Real para los genes de

GAPDH, IL-10 y TGF-B de alpacas

Gen Producto

GAPDH 201

Secuencia de oligonucleotidos
(pb)'! (5-37
F: ATCACTGCCACCCAGAAGAC

Acceso Genbank Tm?

XM_006210852.1 60.12

R: GCACGTCAGATCCACAACAG 60.32

IL-10 205

F: TTACCTGGAGGAGGTGATGC

XM _006215461.1  60.07

R: GGCTTTGTAGACCCCCTTCT 59.58

TGF-B 185

F: GAGGTGATCTYGCCACCATT

NM_001290071.1  59.93

R: GTCCTTGCGGAAGTCAATGT 60.12

1 Pb: longitud del producto expresada en pares de bases
2 Los iniciadores se expresan como F (cebador de avance) y R (cebador de regreso)
3 Tm: Temperatura de melting o hibridacién de los oligonucleétidos cebadores

PCR Tiempo Real

Se empleo el kit SYBR® GreenER™
gPCR Super Mix Universal (Invitrogen,
EEUU), siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. Asimismo, se empled el termociclador
Applied Biosystem® 7500 real-time PCR
System con el siguiente protocolo: 1 ciclo de
50 °C por 2 min (incubacion de UDG), 1 ci-
clode 95 °C por 10 min (inactivacion de UDG
y activacion polimerasa), seguido de 40 ci-
clos de 95 °C por 15 s (denaturalizacion),
60 °C por 60 s (hibridacion y extension) y
lectura de placa. La temperatura de melting
o curva de disociacion de los productos am-
plificados se analizo a partir de 65 hasta 95 °C
con lectura de placa cada 0.3 °C. Finalmen-
te, los productos fueron conservados a 4 °C.
El software 7500 v. 2.0.1 analiz6 la curva de
amplificacion (Ct) y la temperatura de diso-
ciacion (Tm) de los productos amplificados.

Analisis de Expresion del ARNm
Se us6 el método comparativo 2-42Ct

(Livak y Schmittgen, 2001), empleando como
calibrador el grupo de fetos de 11 meses de

442

gestacion (n=3) y como control endégeno el
gen de Gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa (GAPDH).

Analisis Estadistico

Se utiliz6 el analisis de varianza de un
factor y la prueba post hoc de Bonferroni
para evaluar los resultados del método com-
parativo 2**Ct para IL-10 y TGF-p entre los
tres grupos etarios, utilizando el programa
STATAv. 11, con una significacion estadisti-
ca de 0.05.

RESULTADOS

Se analizé la expresion de ARNm del
gen de GAPDH (usado como control
endogeno), asi como de los genes IL-10 y
TGF-B, encontrando niveles detectables de
ARNm en todas las muestras.

Los valores de la curva de disociacion
o temperatura de melting (Tm) de los pro-
ductos amplificados mostraron un pico tinico
en cada una de las muestras, presentando un

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 439-447



Expresion de IL-10 y TGF-B en mucosa intestinal de alpacas
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Figura 1. Curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el set de oligonucleotidos
para el gen IL-10 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los valores de Tm
oscilaron entre 83.1 y 83.8 °C
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Figura 2. Curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el set de oligonucleotidos

para el gen TGF-B en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los valores de Tm
oscilaron entre 84.8 y 85.4 °C
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Figura 3. Niveles de expresion de IL-10 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Cada
barra representa la media + desviacion estandar de la expresion de los grupos etarios
evaluados. Diferentes letras sobre las columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)
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Figura 4. Niveles de expresion de TGF- en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Cada
barra representa la media = desviacion estandar de la expresion de los grupos etarios
evaluados. Diferentes letras sobre las columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)
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rango de temperaturas que oscild entre 86 y
86.5 °C para GAPDH, 83.1 y 83.8 °C para
IL-10 (Figura 1) y de 84.8 y 85.4 °C para
TGF-p (Figura 2), tal y como se predijo en
el disefio de los cebadores, demostrando la
amplificacion de productos inicos y espe-
cificos.

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa mostraron niveles de ARNm de IL-10
ascendentes con la edad, encontrando valo-
res promedio de 7.21+1.02 (grupo 1), 13.53
+ 1.26 (grupo 2) y 18.77 = 1.48 (grupo 3)
veces lo expresado con respecto al grupo
calibrador, mostrando diferencia significativa
(p<0.05) en todos los grupos (Figura 3).

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa mostraron niveles de ARNm de TGF-
B ascendentes con la edad, encontrando va-
lores promedio de 2.18 +0.23 (grupo 1), 3.03
+0.18 (grupo 2) y 4.06 £ 0.15 (grupo 3) ve-
ces lo expresado con respecto al grupo
calibrador, mostrando diferencia estadis-
ticamente significativa (p<0.05) en todos los

grupos (Figura 4).

DiScUSION

Los resultados muestran un incremento
de la expresion de IL-10 y TGF-f con la edad
en la mucosa de yeyuno de las crias de alpa-
ca. Ambas citoquinas regulan el proceso de
colonizacion de la microbiota intestinal nor-
mal y el enfrentamiento a los patégenos pre-
sentes en su ambiente durante el periodo
neonatal (Rojas et al., 2015). Ademas, se sabe
que IL-10 reprime la expresion de muchas
citoquinas pro-inflamatorias (Couper et al.,
2008), regulando la respuesta inmune en pro-
cesos infecciosos, evitando que sean patolo-
gicas (Gazzinelli et al., 1996), y TGF-f indu-
ce a las células del epitelio intestinal a repa-
rar y restaurar los tejidos dafiados en este
organos (Beck et al., 2003).

La expresion ascendente mostrada por

IL-10 y TGF-p se asocia a multiples facto-
res. El calostro contiene diversos elementos
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como anticuerpos, leucocitos, citoquinas y
nutrientes que influyen en el desarrollo del
sistema inmune y proteccion del neonato
(Brown, 2000). La colonizacién de
microorganismos en el intestino es necesaria
para el desarrollo del sistema inmune intesti-
nal (Lei et al., 2015); sin embargo, este siste-
ma es constantemente retado por los
patdgenos del entorno (Rosadio et al., 2012)
modificando la estructura y funciéon de la
mucosa intestinal. Cabe resaltar que las
alpacas inician la ingesta de forraje en las
primeras semanas de vida, efectudndose un
cambio en la microbiota intestinal y en la res-
puesta inmune (Bailey ez al., 2001). Ademas,
al transcurrir las semanas, el intestino crece
en su totalidad, aumentando el nimero de
foliculos linfoides y el nimero de leucocitos
(Roca et al., 2014).

En otros estudios, las expresiones de
TNF-a, IL-1a (Bardalez et al., 2013), IL17
(Herrera, 2012), IgA (Dionisio et al.,2014) y
péptidos anti-microbianos (More et al., 2011)
en mucosa intestinal de crias de alpaca, mues-
tran una fuerte respuesta inmune inicial en
las primeras semanas de vida, alcanzando su
maxima expresion en la 3® y 4% semana, lo
cual se encuentra asociado a la colonizacion
de la microbiota y a otros factores estimulan-
tes previamente mencionados. Sin embargo,
entre la 5% y 6* semana de vida se presenta
un ligero descenso en la expresion de estas
citoquinas y en los péptidos antimicrobianos,
lo cual se asocia a una regulacion y adapta-
cion de las alpacas neonatas con su entorno
(Bardalez et al., 2013; Siuce et al., 2015).
En contraste, las citoquinas en estudio mues-
tran una expresion ascendente con la edad,
aun en los animales de 26 a 47 dias, sugirien-
do que la actividad antiinflamatoria de IL-10
y TGF-p regularia, tanto a la inmunidad inna-
ta como adquirida, en esta etapa de vida.

En este trabajo, las Tm de los produc-
tos amplificados variaron minimamente y se
les considera especificas por el reducido rango
observado. Es posible que estas diferencias
sean el resultado de las variaciones de lectu-
ra propias del termociclador o pequeiias fa-
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llas de la polimerasa en el proceso de
polimerizacion de la cadena nucleotidica y
que en los PCR tiempo real podria tener una
variacion de 6 a 37%, con una mayor preci-
sion con un mayor nuimero de copias
(Morrison et al., 1998). Por otro lado, no se
pudo establecer la existencia de polimorfismos
o isoformas procedentes de mecanismos de
recombinacion genética propia de la genera-
cion de los ARNm de las citoquinas estudia-
das, aunque no se observaron productos que
generen dos curvas de disociacion en los re-
sultados de cada muestra. Se requiere reali-
zar el secuenciamiento nucleotidico de los
productos del RT-PCR tiempo-real para la
identificacion de tales variaciones y emplear
técnicas avanzadas para develar las
implicancias de tales cambios (Gould-Rothber,
2001).

CONCLUSIONES

e Laexpresionde ARNmde IL-10 y TGF-
B en la mucosa de yeyuno de las crias
de alpaca asciende progresivamente con
la edad.

e Se demostro la presencia de ARNm de
IL-10 y TGF-P en la mucosa del yeyuno
desde el 2° dia de edad a través de la
técnica RT-PCR tiempo real.
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