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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar los niveles relativos de expresion de ARN
mensajeros de RORyt e IL-17 en mucosa intestinal de crias de alpacas clinicamente
sanas. Se formaron tres grupos etarios conformados por alpacas de 2 a 7 dias (grupo 1,
n=5), 8 a 20 dias (grupo 2, n=6) y 26 a 47 dias (grupo 3, n=6), sin distinciéon de sexo o raza.
Se tomaron muestras del segmento medio del yeyuno, se extrajo el ARN total y se empled
la técnica RT-PCR con cebadores. La expresion relativa de ARNm de RORyt e IL-17 fue
determinada por el método 24 usando como calibradores dos crias neonatas y em-
pleandose como control enddégeno a GAPDH. La cinética de expresion de RORyt mostrd
una tendencia constante durante la primera y tercera semana de vida, alcanzando su
maxima expresion en los animales de 2 a 7 dias de edad, a diferencia de IL-17 cuya
expresion fue progresiva con la edad, evidenciandose una elevada estimulacion y expre-
sion desde los primeros dias de edad.

Palabras clave: RORYt; interleucina 17; RT-PCR; cuantificacion relativa; intestino; alpa-
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The aim of the study was to determine the relative levels of expression of messenger
RNAs of RORyt and IL-17 in intestinal mucosa of clinically healthy newborn alpacas.
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Three age groups were formed: 2 to 7 days (group 1, n=5), 8 to 20 days (group 2, n=6) and
26 to 47 days (group 3, n=6), regardless sex or breed. Samples were taken from the middle
segment of the jejunum. The total RNA was extracted, and the RT-PCR technique was
used with specific primers. The relative expression of mRNA of RORyt and IL-17 was
determined by the 2-*2 method using two neonatal pups as calibrators and using GAPDH
as an endogenous control. The kinetics of expression of RORYt showed a constant trend
during the first and third week of life, reaching its maximum expression in animals from 2
to 7 days of age, unlike IL-17 whose expression was progressive with age, evidencing a
high stimulation and expression from the first days of age.
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INTRODUCCION

Las superficies mucosas estdn constan-
temente expuestas a una gran cantidad de
antigenos potencialmente perjudiciales. El
unico sistema de defensa que controla el ba-
lance entre laresponsividad y no responsividad
(tolerancia) para la defensa del hospedero
consiste en una red de tejidos integrada por
células linfoides, no linfoides y moléculas
efectoras como los anticuerpos, quimioquinas
y citoquinas (Neurath et al., 2002).

El subgrupo de células T helper 17
(Th17) aumenta el reclutamiento de
neutrofilos al sitio de 1a inflamacion para com-
batir patdgenos bacterianos extracelulares.
Este subgrupo es unicamente inducido por el
estimulo combinado de células T naive (ThO)
con interleucina 6 (IL-6) y el factor de creci-
miento transformante beta 1 (TGF-) me-
diante la activacion del receptor nuclear huér-
fano RORyt (Zhu y Paul, 2008). Por otro lado,
como parte del sistema inmune innato, las
células linfoides innatas ILC3 son importan-
tes para el desarrollo de tejidos linfoides para
la contencién de la microbiota, la inmunidad
temprana a patdgenos y la proteccion de cé-
lulas epiteliales, produciendo también IL-17
e IL-22, ademas de expresar el factor
transcripcional RORyt (Powell y MacDonald,
2017).
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Son escasos los estudios sobre las
citoquinas proinflamatorias y reguladoras que
participan en la inmunidad de la mucosa in-
testinal. Se ha estudiado la cinética de expre-
sion in vitro de algunas interleucinas de
alpacas en los tltimos afios, especialmente
de la respuesta inmune innata (IL-1a, IL-1b,
IL-6, TNF-a)) (Bardalez et al, 2013; Tambillo
et al, 2013) y adaptativa (IL-2, IFN-y, IL-4,
IL-10) (Chiok, 2012).

Tomando estos datos, la importancia de
esta citoquina y su factor de transcripcion
maestro en el equilibrio intestinal, el presente
trabajo busca describir la cinética de expre-
sion del ARNm de RORyt e IL-17 en la mu-
cosa yeyunal de alpacas, con la finalidad de
identificar los roles del sistema inmune en la
defensa del organismo y adaptacion de su
entorno en los primeros 47 dias de vida, pe-
riodo de gran susceptibilidad a enfermeda-
des con elevadas tasas de mortalidad
(Ameghino y DeMartini, 1991).

MATERIALES Y METODOS

Procedencia de la Muestra

Las muestras fueron tomadas de
alpacas de la Estacion Experimental
Marangani del Centro de Investigacion
IVITA, en el departamento de Cusco, Perq,
entre enero y marzo de 2015.
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Se establecieron tres grupos etarios: G1,
crias de 2 a 7 dias de edad; G2, crias de 8 a
20 dias; G3, crias de 26 a 47 dias; cada uno
constituido por seis crias de alpaca (excep-
tuando el primer grupo etario formado por
cinco animales) que no manifestaron signos
de enfermedad. Los calibradores (n=2) co-
rresponden a neonatos de alpacas que esta-
ban exentos de los componentes transferi-
dos a través de la inmunidad pasiva,
lograndose esto mediante la remocidn inme-
diata de la cria en el momento del parto.

Manejo de las Muestras

Los animales fueron manejados segun
el protocolo de autorizacion N.° 2009-001 del
Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos,
utilizdndose para el sacrificio 1.5 mg/kg de
xilacina y 7.5 mg/kg de ketamina, via
intramuscular, seguido de una sobredosis de
50 mg/kg, via endovenosa, de pentobarbital
sodico.

Durante la necropsia, se tom6 una por-
cion de 2 cm de longitud del yeyuno de cada
animal. Estos segmentos fueron lavados con
suero fisiologico al 0.9% para retirar conte-
nido intestinal y fueron almacenados en ni-
trogeno liquido (-196 °C) inmediatamente
después del lavado.

Las muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Inmunologia de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Las mues-
tras, una vez retiradas del tanque de nitroge-
no liquido, se cortaron en tamaiios que estu-
vieron entre 100 y 150 mg. Se trituraron en
un mortero y pilon estériles, manteniéndose
a temperatura de congelacion a -20 °C en
todo el proceso con la constante adicion de
nitrégeno liquido. Para la extraccion del ARN
total se empled el método combinado de
«Trizol® Reagent» y el kit comercial

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(3): 1009-1017

«PureLink iT™ RNA Assay kit» (Invitrogen,
EEUU). El ARN obtenido se cuantificd usan-
do el kit Quant-it™ (Invitrogen, EEUU) si-
guiendo las instrucciones del fabricante y
usando el fluorometro Qubit™ (Invitrogen,
EEUU). Luego, se procedi6 a realizar dilu-
ciones en agua libre de nucleasas para traba-
jarcon 1 pgenun volumen de 2 pl por mues-
tra y usarla en el RT-PCR tiempo real.

Eleccion de Oligonucleodtidos

Se disefiaron los oligonucléotidos
cebadores con base de secuencias de alpaca
publicadas en el Genbank usando el progra-
ma BLAST del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.-
gov/blast/) (Cuadro 1).

PCR Tiempo Real

Se empled el ADNc de cada una de las
muestras como templado para la reaccion de
PCR con el kit SuperScrip III First-Strand
Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen,
EEUU), siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Para la reaccion del PCR Tiempo Real
se utilizo el kit SYBR® GreenER™ qPCR
SuperMix Universal y el termociclador
Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR
System con el siguiente protocolo: 1 ciclo de
50 °C por 2 min (incubacion de Uracilo-DNA
Glicosilasa [UDG]), 1 ciclo de 95 °C por 10
min (inactivacion de UDG y activacion de DNA
polimerasa), seguido de 45 ciclos 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 diso-
ciacion de los productos amplificados se ana-
liz6 a partir de 65 hasta 95 °C con lectura de
placa cada 0.3 °C. Finalmente, los productos
fueron conservados a 8 °C. Se utilizo el soft-
ware Applied Biosystems 7500 v. 2.0.1 para
analizar la curva de amplificacion (Ct) y la
temperatura de disociacion (Tm) de los pro-
ductos amplificados.
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Cuadro 1. Oligonucleoétidos empleados en la RT-PCR Tiempo-Real para los genes GAPDH,

IL-17 y RORyt de alpacas

Gen  Producto Secuencia (5°-3")

Longitud Acceso Genbank Tm GC%

IL17A 200

F ACCGGAACACAAATTCCAAA 20

XM_006211540.1 60.21 40.0

R GACCAGGATCTCTTGCTGGA 20 60.35 55.0
RORC 203 F CTGGCCTTTCATCACCATCT 20 XM_015250159.1 60.07 50.0
R CCCTCAGGTGACTCGAYTTC 20 59.83 60.0
GAPDH 201 F ATCACTGCCACCCAGAAGAC 20 XM_006210852.1 60.12 58.0

R GCACGTCAGATCCACAACAG 20 60.32 55.0

Analisis de Expresion del ARNm

Se uséd el método comparativo 244
(Livak y Schmittgen, 2001), empleando como
calibrador el grupo de dos neonatos (0 dias
de edad) y como control enddgeno el gen de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH).

Analisis Estadistico

Se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk para
determinar si las variables siguen la distribu-
cion normal. Los valores de 244 de las
muestras se usaron para calcular la varianza,
desviacion estandar (DE) y coeficiente de
variacion (CV). En las variables que siguie-
ron la distribucion normal se realizé la prueba
de analisis de varianza de un factor y la prue-
ba post-hoc de Bonferroni, en tanto que para
las variables que no siguen la distribucion
normal se uso la prueba de Kruskal-Wallis y
U de Mann-Whitney. En los analisis estadis-
ticos se empled el programa STATA v. 14,
con una significacion estadistica de 0.05.

RESULTADOS

Se analiz6 la expresion de ARNm del
gen de GAPDH (usado como control
enddgeno), asi como de los genes RORyt e
IL-17, encontrando niveles detectables de
ARNm en todas las muestras.
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Los valores de la curva de disociacion
o temperatura de melting (Tm) de los pro-
ductos amplificados mostraron un pico tnico
en cada una de las muestras, presentando un
rango de temperaturas que oscilo entre 84.3
a 86.54 °C para GAPDH, de 83.07 a 83.59 °C
para RORyt (Figura 1) y de 77.8 a 84.7 °C
para IL-17 (Figura 2), tal y como se predijo
en el disefio de los cebadores, demostrando
la amplificacion de productos unicos y espe-
cificos.

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa mostraron niveles de ARNm de RORat
constantes con la edad entre el primer y ter-
cer grupo etario, encontrado valores prome-
dio de 1.44+0.36 en crias de 2 a 7 dias (gru-
po 1), 1.17 £ 0.75 en crias de 8 a 20 dias
(grupo 2) y 1.41 £ 1.22 en crias de 26 a 47
dias (grupo 3), teniendo como unidad lo ex-
presado por el grupo calibrador, sin mostrar di-
ferencia significativa entre grupos (Figura 3).

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa mostraron niveles de ARNm de IL-17
ascendentes con la edad, encontrando valo-
res promedio de 14.84 + 13.72 (grupo 1), 35.88
+22.18 (grupo 2) y 128.81 + 142.20 (grupo
3) veces lo expresado con respecto al grupo
calibrador, sin mostrar diferencia estadistica
significativa entre grupos (Figura 3).
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Figura 1. Curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el set de oligonucle6tidos
para el gen RORyt en mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los valores de Tm
oscilaron entre 83.07 y 83.59 °C
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Figura 2. Curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el set de oligonucle6tidos
para el gen IL-17 en mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los valores de Tm
oscilaron entre 77.8 a 84.7 °C
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Figura 3. Niveles de expresion de RORyt (izquierda) e IL-7 (derecha) en mucosa intestinal de
crias de alpaca sanas. Cada barra representa la media de la expresion de los grupos

etarios evaluados

DiscusioN

Los resultados muestran una expresion
constante de RORyt y un incremento de la
expresion de IL-17 con la edad en la mucosa
del yeyuno de las crias de alpaca. Este fac-
tor de transcripcion maestro (RORyt) parti-
cipa expresandose en células linfoides inna-
tas tipo 3 (ILC3) y varios subgrupos de célu-
las T como las células Th17, células NKT
invariantes, células yd y un subgrupo de
neutrofilos productores de 1L-17, documen-
tado en humanos y ratones, con el fin de in-
ducir el desarrollo de tejidos linfoides en el
feto y en la lamina propia intestinal y activa-
cion de células B después del nacimiento
(Eberl, 2016).

Los resultados obtenidos de RORyt pue-
den asociarse a una respuesta inmunoldgica
transitoria debido a la presencia de nuevos
antigenos alimenticios y microbioldgicos ge-
nerando un descenso en la expresion de esta
a partir de la segunda semana. Resultados
similares pueden apreciarse en otros traba-
jos donde se estudia la expresion de citoquinas
de los grupos Th1 y Th2 en la mucosa intes-
tinal de alpacas durante el primer mes de vida
(More et al., 2011; Chiok, 2012; Burga,
2016).
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RORyt es inducido en células Th17 en
desarrollo mediante la activacion del
transductor de sefal y activador de la trans-
cripcion 3 (STAT3) (Harris et al., 2007;
Mathur et al., 2007). Hay un enriquecimien-
to de las células Th17 en el intestino (Lochner
et al.,2008), donde los activadores de STAT3,
tales como IL-6, IL-21 e IL-23 abundan, pre-
suntuosamente en respuesta a grandes co-
munidades bacterianas residiendo en el lumen
intestinal.

El descenso en el segundo grupo puede
estar relacionado con la microbiota y la in-
munidad adaptativa. Estas reprimen la acti-
vidad de las ILCs RORyt" mediante compe-
ticion por un nicho de citoquinas en comun.
Ambos tipos de células expresan, tanto IL-
17 como IL-22, de modo que podrian estar
sujetas a similares regulaciones por un panel
de citoquinas que incluyen IL-6, IL-21, IL-
23,IL-25 e IL-27 (Dong, 2008).

La expresion ascendente mostrada por
IL-17 se asocia a multiples factores, pero
principalmente a la exposicion de las crias a
una gran cantidad de bacterias extracelulares
como E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Clostridium perfringens, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae, Mycoplasma pneumoniae,

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(3): 1009-1017
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Candida albicans, Coccidioides posa-
dasii, Histoplasma capsulatum y Blasto-
myces dermatitidis (Chen y Kolls, 2017).

La expresion ascendente con la edad
en este estudio puede estar relacionada a que
RORyt no es el unico factor de transcripcion
involucrado en la expresion de esta citoquina.
Estudios han demostrado un rol critico de
STAT3 (Mathur et al., 2007) y RORC
(gamma del receptor huérfano relacionado
con RAR) (Ivanov et al., 2006) en el desa-
rrollo del linaje Th17 en ratones y humanos.

La proteina Runx1 puede regular la
transcripcion de una manera dependiente de
contexto mediante la union a otros factores
transcripcionales para formar coactivadores
o complejos co-represores. Runx1 actiia no
solo junto a RORyt previamente sintetizado,
sino también induce nueva sintesis de RORyt
(Zhang et al., 2008).

Otro receptor nuclear de acido retinoico
relacionado, RORY, es también expresado en
células Th17, tanto in vitro como in vivo. La
expresion de RORy es inducida por TGF- e
IL-6 mediante la via STAT3. Las células T
CD4" deficientes en ROR4 poseen una dife-
renciacion alterada de Th17, pero no total-
mente eliminada. La deficiencia de RORy
dafia la expresion de IL-17A, pero no de IL-
17F (Ivanov et al., 2009). Otros estudios han
demostrado, ademas, que multiples factores
de transcripcion también participan en la re-
gulacion del desarrollo de células Th17. Es-
tas incluyen IRF4, BATF y RUNXI
(Kurebayashi et al., 2000).

Las alpacas nacen vulnerables e
hipogammaglobulinémicas debido al tipo de
placentacion epiteliocorial difusa, teniendo
como primeras lineas de defensa las respues-
tas inespecificas innatas como lisozimas,
lactoferrina, complemento (Fernandez et al.,
1994). Posteriormente, se inicia la respuesta
de mucosa propia de la cria, por lo que se
debe tener en cuenta la influencia de facto-
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res inmunoestimuladores como el calostro, que
ademas de brindar a los neonatos la principal
fuente de proteccion contra patogenos al con-
tener principalmente IgG (Whitehead, 2009),
también contiene factores de proteccion
inespecificos y células inmunes maternas via-
bles incluyendo linfocitos Ty B, neutrofilos y
macrofagos, que realizan la funcion de esti-
mular el desarrollo inmunologico (Le Jan,
1996).

En este trabajo los Tm de IL-17 fueron
las de mayor variacion. Es posible que estas
diferencias sean resultados de las variacio-
nes polimorficas o isoformas del gen, debido
a que esta encontrandose muchas isoformas
de esta citoquina, ya que en la actualidad se
indica que existe una familia de proteinas si-
milares en conformacion y secuencias
aminoacidicas (Aggarwal y Gurney, 2002).
No obstante, en el presente trabajo no se pudo
establecer con certeza la existencia de
polimorfismos o isoformas procedentes de
mecanismos de recombinacion génica pro-
pias de la generacion de ARNm de esta
citoquina. Es necesario la realizacion del
secuenciamiento nucleotidico de los produc-
tos del RT-PCR tiempo real para identificar
tales variaciones y emplear técnicas avanza-
das para develar las implicancias de tales
cambios y sus efectos sobre los individuos en
caso se presenten.

CONCLUSIONES

e La expresion de RORyt en crias de
alpacas clinicamente sanas se mostro
constante durante la primera y tercera
semana de vida, alcanzando su maxima
expresion en el grupo de animales de 2 a
7 dias de edad.

e Laexpresion de IL-17 en crias de alpa-
ca clinicamente sanas manifestd una ex-
presion progresiva con la edad, alcan-
zando su maximo valor en los animales
de 26 a 47 dias de edad estudiado.
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