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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la presencia y niveles de expresion de los
ARNmM del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-o) e Interleucina 1 alfa (I1L-o) en mucosa
intestinal de crias de alpaca (Vicugna pacos) sanas y con enteropatia. Se trabajaron 71
muestras de yeyuno de alpacas de 0 a 45 dias de edad [sanas (n=38) y con enteropatia
(n=33)] provenientes del distrito de Marangani, Cusco. Se extrajo el ARN total de las
muestras y se procedi6 a la transcripcion reversa (RT) para obtener las cadenas comple-
mentarias de ADN (ADNCc). Posteriormente se realizd la PCR convencional y PCR tiempo
real. El 98.6% (70/71) de las muestras amplificaron un producto especifico de 251 pb para
TNF-a y el 100% (71/71) de las muestras amplificaron un producto de 172 pb para IL- 1,
demostrados en la electroforesis mediante bandas en gel de agarosa. En la PCR tiempo
real, el analisis de las curvas y temperaturas de disociacion (Tm) de los productos indico:
a) para TNF-a,, la presencia de un producto especifico con una Tm entre 85.1y 86 °C en
las muestras; b) los productos de la IL-1c fueron especificos con una Tm entre 78.8 y 79.7
°C. La cuantificacién relativa del ARNm, utilizando el método 2 Delta Delta Ct (244,
demostré que la expresion de ambas citoquinas fue mayor en alpacas enfermas que en
sanas (p<0.05). Los niveles de expresion de ambas citoquinas mostraron una tendencia
creciente en las primeras cuatro semanas de vida y una caida paulatina en la quinta y
sexta semana en animales sanos, mientras que en animales enfermos no existié asocia-
cién entre la expresion de las citoquinas y la edad.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine by real-time RT-PCR the presence and relative
levels of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 1 alpha (IL-1a) mMRNA
expressioninintegina mucosaof healthy and with enteropathy young apacas(Vicugna
pacos) from Cusco, Peru. Atotal of 71 samples of jejunum from 0 to 45 days old healthy
(n=38) and diseased (n=33) alpacas were processed. Total RNAwas extracted from samples
and to the synthesis of DNA complementary strand (cDNA) by reverse transcription
(RT) was done. Subsequently, conventional PCR and real time RT-PCR was conducted.
The results showed that 98.6% (70/71) of the samples amplified a specific product of 251
pb for TNF-a and 100% (71/71) of the samples amplified a specific product of 172 pb for
IL-1a, evidenced in the agarose gel during electrophoresis. Analysis of dissociation
curves determined that: a) the products amplified with the set of primers for TNF-a were
specific and had a melting temperature (Tm) between 85.1 and 86 °C, b) the products of
IL-1a were specific with a Tm between 78.8 and 79.7 °C. The relative quantification of
MRNA during real time RT-PCR using the 2 Delta Delta Ct method (2"*) showed that the
expression of both cytokines was significantly higher in diseased than in healthy alpacas
(p<0.05). The expression levels of both cytokines showed an increasing trend in the first
four weeks and a gradual decline in the fifth and sixth weeks in healthy animals, whereas
in diseased animals none association was found between the expression of cytokines
and age.

Key words: alpaca, TNF-a,, IL-1a, cytokines, PCR, real-time RT-PCR, relative quantification

INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas represen-
tan la mayor causa de morbilidad y mortali-
dad en las crias de alpaca en el pais. Sin
embargo, son escasas las investigaciones
orientadas al conocimiento del desarrollo y
establecimiento de la respuesta inmune de
mucosas en esta especie (Fernandez-Baca,
1991; Ramirez et al., 1998).

En el marco de la respuesta inmune in-
nata de mucosas, el reclutamiento de células
fagociticas y moléculas efectoras al sitio de
la infeccion o dafio da lugar a la inflamacion,
la cual es mediada por la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias (Castellanos et
al., 2000). El factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0) vy la interleucina 1 alfa (IL-1ct) son
citoquinas de la inmunidad innata mediado-
ras de la inflamacion cuya principal funcion
es la estimulacion del reclutamiento de
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neutréfilos y monocitos en los focos de in-
feccion y la activacion de estas células para
erradicar microorganismos. Dichas citoquinas
logran estos efectos estimulando la expresion
de moléculas de adhesion leucocitaria y
quimioquinas en células endoteliales y
macrdéfagos, respectivamente (Abbas et al.,
2008).

Diversos estudios han evaluado la ex-
presion y produccion de citoquinas en células
de la mucosa intestinal en animales y huma-
nos, tanto en modelos in vitro como in vivo.
Se pudo comprobar la capacidad de los
macrofagos, células dendriticas y linfocitos
de mucosa para producir I1L-1, IL-8 (Seydel
etal., 1997), TNF-a e IL-6 (Linevsky et al.,
1997; Long et al., 2010) en respuesta a da-
fios quimicos o presencia de microorganismos
tales como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella dublin,
Shigella dysenteriae (Li et al., 1998),
Clostridium. difficile (Linevsky et al., 1997),
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Campylobacter jejuni (Jones et al., 2003) y
Clostridium perfringens (Lu et al., 2009). De
la misma manera, los enterocitos son capaces
de producir IL-1a., IL-1B (Jones et al., 2003),
IL-6, IL-8, GM-CSF, GRO-a, TNF-a (Seydel
et al., 1997; Denning et al., 2000), IFN-d y
NO (Williams, 2001) después de la exposi-
cion a infeccion, toxinas bacterianas o
citoquinas proinflamatorias.

Odbileg et al. (2005) realizé la
clonacion, secuenciamiento y cuantificacion
de citoquinas pro-inflamatorias de llama
(Lama pacos) en células mononucleares de
sangre periférica; sin embargo, aun no se ha
determinado la presencia genomica ni la ex-
presion de dichas citoquinas en la alpaca
(Vicugna pacos). El presente trabajo buscé
caracterizar, mediante la técnica de RT-PCR
en tiempo real, la presencia y cinética de ex-
presion del TNF-a. e IL-1a. en mucosa in-
testinal de alpacas durante los primeros 45
dias de vida, tanto en individuos sanos como
enfermos. Los resultados de esta investiga-
cion podran aplicarse en el desarrollo de he-
rramientas de prevencion de enfermedades
entéricas en alpacas, basadas en la activa-
cion y modulacion de la inmunidad de
mucosas.

Animales y Muestras

Se trabajaron muestras de yeyuno ob-
tenidas de 71 crias de alpaca (38 sanas y 33
enfermas con enteropatia) de 0 a 45 dias de
edad sin considerar sexo o variedad, proce-
dentes de criadores de camélidos sudameri-
canos del distrito de Marangani, Cusco, Peru.
Se consideraron crias con enteropatia a aque-
llas que tuvieron diarrea con signo clinico de
enfermedad intestinal.

Los animales sanos fueron divididos en
siete grupos: un grupo calibrador y un grupo
por cada semana de edad hasta la sexta se-
mana. El grupo calibrador estuvo compuesto
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de cinco animales sanos recién nacidos sin
consumo de calostro. Los animales enfermos
fueron divididos en seis grupos segun su edad
en semanas hasta la sexta semana. Se tuvo
un minimo de cinco individuos por grupo
etario.

Se obtuvieron muestras de 2 cm de lon-
gitud de la porcion media del yeyuno. Las
muestras fueron lavadas con suero fisiol4gi-
co al 0.9%. Se realiz6 el raspado profundo
de la mucosa con hojas de bisturi. Se obtu-
vieron dos alicuotas por cada muestra y se
conservaron a -196 °C.

Eleccion de Oligonucleotidos

Para la deteccion del TNF-a e IL-1a
se emplearon los set de oligonucleétidos es-
pecificos disefiados por Odbileg et al. (2005)
en un estudio de cuantificacion del ARNm
de citoquinas inflamatorias en la llama (Lama
glama). Ademas, se utilizaron
oligonucledtidos especificos para el gen
GAPDH (gliceraldehido 3 - fosfato
deshidrogenasa) (Patil et al., 2004) usado
como control endoégeno. Las secuencias de
oligonucledtidos del TNF-a, IL-1ocy GAPDH
se muestran en el Cuadro 1.

Deteccion de ARNm de TNF-a e IL-1qa

Extraccion de ARN total. Se procesaron las
muestras de mucosa con el reactivo Trizol®
Reagent (Invitrogen, EEUU), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Sintesis de ADNc (Transcripcion reversa).
Se empled el kit SuperScript™ |11 Platinum®
SYBR® Green Two-Step qRT-PCR Kit with
Rox (Invitrogen, EEUU), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

PCR convencional. Se utilizé el Kit Go taq®
Hot Start Colorless Master Mix (Promega,
EEUU), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Se utilizo el termociclador Thermal
Cycler PTC-200 Chromo 4 (MJ Research,
EEUU) con el siguiente protocolo: 94 °C por
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Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados en el estudio

TO

Gen Longitud Secuencia tibridacién Autor
™Ea B rresacaraTioarcs P ol 200b
v DS, v S
R st L

2 min para la desnaturalizacion inicial, luego
40 ciclos de 94 °C por 20 s, X °C por 20 s,
donde X = T° de hibridizacién segun
oligonucleétido, y 72 °C por 40 s. Luego se
realizé una extension final a 72 °C por 5 min,
finalizando la reaccién a 4 °C. Los productos
de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Las
bandas de ARN tefiidas con bromuro de etidio
fueron visualizadas en un transiluminador UV
(UltraLum, EEUU).

Expresion de TNF-a e IL-1a

PCR en Tiempo Real. Se empled el kit
SuperScript™ 111 Platinum® SYBR®
Green Two-Step gRT-PCR Kit with Rox
(Invitrogen, USA). La mezcla de reaccion
const6 de 10 ml de SYBR Green super mix,
0.4 ml de cada oligonucleétido (10 mM), 1ml
de Rox diluido (1:10), 6.2 ml de agua libre de
nucleasas y 2 ml de ADNc de cada muestra,
obteniéndose un volumen final de 20 ml por
reaccion. Se programa el siguiente protocolo:
50 °C por 2 min (Incubacién con UDG), 95 °C
por 10 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por
30s, X°C por 30s, donde X = T°hibridizacion
segun oligonucledtido, 72 °C por 30 s. El soft-
ware Opticon Monitor 2 v2.0.3 analizd la cur-
va de amplificacion (Ct) y la temperatura de
disociacion (Tm) de los productos amplifica-
dos.
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Cuantificacion relativa del TNF-a e IL-1c.
La cuantificacion relativa se sustenta en la
comparacion entre el nivel de expresion del
gen a estudiar versus un gen control
(normalizador) y posteriormente la compara-
cion con una muestra calibrador (Pfaffl, 2001,
Mallona, 2008; Vinueza-Burgos et al., 2009).
Se utiliz6 el método 2 Delta Delta Ct (A ACT)
(Livak y Schmittgen, 2001), el cual presenta
los resultados como cantidades en nimero
de veces con respecto a un calibrador (en
este caso animales de O dias de edad y sin
consumo de calostro). Las cantidades relati-
vas de las muestras fueron agrupadas y
promediadas por semanas de edad.

Andlisis Estadistico

La diferencia de expresién de ambas
citoquinas entre los grupos sanitarios se ana-
liz6 mediante la prueba de T de Student. Para
evaluar la diferencia de expresion de ambas
citoguinas entre los grupos etarios se utilizo
el analisis de varianza de un factor y la prue-
ba de comparacion maltiple de Tukey para
identificar los grupos diferentes. La posible
asociacion entre la edad y la cantidad de
citoguinas expresadas se evalu6 mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman. Se
utilizo el paquete estadistico STATA v. 11.0,
estableciendo la significacion estadistica en
0.05.
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Figura 1. Curva de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el juego de oligonucleétidos
TNF-a.. La curva de color verde representa un producto con Tm de 85.4 °C, la curva
roja muestra un producto con Tm de 85.7 °C y la curva azul muestra un producto con

Tm de 86.0 °C
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Figura 2. Curva de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el juego de oligonucle6tidos
para IL-1o en mucosa intestinal de cria de alpaca. Se observan curvas de color rojo,
verde y azul las cuales representan productos con Tm de 79.1, 79.7 y 80.0 °C, respec-

tivamente

REsuLTADOS Y Discusion

Luego de la PCR con el set de
oligonucledtidos disefiados para TNF-o e IL-
1o, la electroforesis de los productos mostrd
que el 98.6% de las muestras (70/71) eviden-
ciaron laamplificacion de un producto de aproxi-
madamente 250 pb en el caso de TNF-a y que
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todas las muestras (n=71) presentaron una
Unica banda especifica de 170 pb aproxima-
damente para IL-1a, similar a los tamafos
previstos y obtenidos por Odbileg et al. (2005)
en llamas.

La curva de disociacion de los produc-

tos durante la RT-PCR en tiempo real mos-
tré un pico Unico a una temperatura entre 85.4
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y 86.0 °C para TNF-a. (Fig. 1) y entre 78.8 y
80.0 °C para IL-1a (Fig. 2), pudiéndose de-
terminar temperaturas de disociacion (Tm)
muy cercanas pero diferentes (3 para TNF-
oy 5 para IL-1a) entre los amplicones re-
sultantes. Estos resultados determinan la exis-
tencia de variantes de transcritos con dife-
rencias muy ligeras, posiblemente debido a
polimorfismos de nucleétido simple (SNP), los
cuales son cambios de una sola base en cier-
ta secuencia de ADN o ser resultado de me-
canismos que regulan la expresion génica en
su etapa post-transcripcional como es el cor-
te (splicing) alternativoy la edicién del ARNm
(Black, 2003). El presente estudio no puede
establecer con certeza la existencia de poli-
morfismos o isoformas de ARNm de TNF-a
ni de IL-1o en alpacas, ya que solo seria po-
sible mediante el secuenciamiento nucleo-
tidico de los productos del RT-PCR tiempo
real y modelamientos funcionales de tales va-
riaciones (Vignal et al., 2002).

Los resultados de la cuantificacion re-
lativa demostraron que el nivel promedio de
expresion de TNF-a fue mayor en el grupo
de animales enfermos (14.3 veces lo expre-
sado por el calibrador) frente al grupo de ani-
males sanos (10.2 veces lo expresado por el
calibrador). En el caso de IL-1a, las crias
enfermas expresaron en promedio 22.2 ve-
ces lo expresado por el calibrador, mientras
que las crias sanas expresaron solo 17 veces
lo expresado por el calibrador. Estos resulta-
dos demuestran que los animales aparente-
mente sanos de 0 a 45 dias de edad expresa-
ron niveles perceptibles de dichas citoquinas,
a pesar de no presentar signos de enferme-
dad intestinal. Esta expresion jugaria un rol
critico en la homeostasis de la mucosa intes-
tinal e indicaria que el intestino de alpacas
sanas es un sitio inmunoldgicamente activo
(Jergens et al., 2009). Este hallazgo podria
también ser consecuencia de infecciones
entéricas subclinicas o periodos de incubacion
de patdgenos.

Los resultados cuantitativos por sema-

nas de edad muestran un patrén o cinética de
expresion similar en ambas citoquinas, las
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cuales se elevan y disminuyen en forma con-
junta en todas las semanas de edad evalua-
das. Esto se explica por el mecanismo de
cascada de citoquinas pro-inflamatorias en
el que el TNF-a es capaz de actuar sobre los
fagocitos mononucleares y otras células para
estimular la secrecion de IL-1. Ademéas de
esta coestimulacion, lo anterior se atribuye al
sinergismo y redundancia existente entre es-
tas dos citoquinas para lograr sus acciones
en el endotelio vascular y leucocitos. Son muy
pocos los ejemplos en el que el sinergismo
entre IL-1a. y TNF-a no ha sido demostrado
(Assuma et al., 1998).

Los niveles de expresion promedio tan-
to de TNF-a (Fig. 3) como de IL-1a (Fig. 4)
con respecto al calibrador en crias de alpaca
sanas exhiben una tendencia creciente en las
primeras cuatro semanas de vida, para caer
de manera paulatina en la dos semanas si-
guientes. Todos los grupos etarios consecuti-
vos fueron estadisticamente diferentes
(p<0.05), excepto al comparar la primera con
la segunda semana de edad para IL-1o. La
relacion entre edad y cantidad expresada de
las citoquinas en crias sanas tuvo significa-
cion estadistica segun el coeficiente de co-
rrelacion de Spearman.

Se presume que la cinética observada
estaria asociada al enfrentamiento continuo
y creciente del sistema inmune de la mucosa
intestinal de animales neonatos con
microorganismos del medio ambiente como
el suelo, pasturas o pezones contaminados de
la madre (Cid y Martin, 2010), asi como al
crecimiento global del tracto gastrointestinal.
En el transcurso de las primeras semanas de
vida aumenta el grado de exposicion y el na-
mero de microorganismos invasores en el in-
testino, aumentado la respuesta inmune de la
mucosa, tanto innata como adaptativa. El ini-
cio paulatino de la ingesta de forraje supone
también un cambio y desequilibrio en la
microflora intestinal (Pieper et al., 2006), lo
gue estimula al sistema inmune y se
correlaciona con los niveles crecientes de
TNF-a e IL-1a hasta la cuarta semana. La
disminucion de estas citoquinas en la quinta'y
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Figura3. Niveles de expresion de TNF-o. en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas y
enfermas por semana de edad. Cada barra representa la media + DE por grupo
etario. Hubo diferencia estadistica (p<0.05) al comparar animales sanos con
enfermos en todos los grupos etarios
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Figura4. Niveles de expresion de IL-1a en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas y enfer-
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sexta semana podria relacionarse con el es-
tablecimiento progresivo de la nueva
microflora y con procesos de supresion y to-
lerancia inmunoldgica a antigenos alimentarios
(Mayer, 2003; Bertero, 2004).

Los resultados obtenidos en crias de al-
paca enfermas muestran niveles de expre-
sion relativa de TNF-a (Fig. 3) e IL-1a. (Fig.
4) con una tendencia decreciente en las pri-
meras tres semanas de vida. Se tuvo un pico
en la cuarta semana pero los valores dismi-
nuyeron en las dos Ultimas semanas (Figs. 3
y 4). Todos los grupos etarios consecutivos
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05),
excepto entre la segunda y tercera semana
de edad para IL-1a. Los niveles de expre-
sion en animales enfermos no muestran una
cinética similar a los sanos, no habiendo co-
rrelacion estadistica entre semana de edad y
cantidad de citoquinas expresadas. Es pro-
bable que la cantidad de TNF-a e IL-1a en
animales con enteropatias esté asociada a la
naturaleza de la infeccién (patdgenos
involucrados), tipo y severidad de lesiones
entéricas ocasionadas Yy estadio de la enfer-
medad en lugar de relacionarse con la edad.

El presente estudio utiliz6 un disefio de
caso-control, lo que significa que los casos
(animales enfermos) se encontraban en cur-
so en el momento de la determinacion de los
resultados, impidiendo saber si dichos indivi-
duos fueron examinados en la fase temprana
o tardia de un proceso inflamatorio, lo cual
repercutiria en el patron de expresion de
citoquinas (Kugathasan et al., 2007).

CONCLUSIONES

e Las crias de alpacas sanas (sin entero-
patias) presentan una tendencia de ex-
presion creciente para IL-1a y TNF-a
hasta la cuarta semana de edad, dismi-
nuyendo en la quinta y sexta semana de
edad.

e La expresion de ambas citoquinas se
incrementan en alpacas con enteropatia
comparadas con las aparentemente sa-
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nas, independientemente de la edad del
animal.
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