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DETECCION GENOMICA Y EXPRESION DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS (? - y ?-DEFENSINAS) EN MUCOSA INTESTINAL
DE CRIASDE ALPACA (Vicugna pacos)

GeNomic DETECTION AND EXPRESSION OF ANTIMICROBIALS PEPTIDES (? - AND ?-
DereNnsINS) IN INTESTINAL Mucous oF NEwBORN ALPACA (VICUGNA PACOS)

Juan MoreB., Alberto Manchego S.*?, Nieves Sandoval C.3, Mercy Ramirez V.1,
Danilo Pezo C.4, Kim Lam Chiok C.%, Hermdinda Rivera G.1

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia genémicade ?-y ?-
defensinas (Defa 8 y??-def alp) y sus niveles de expresién como ARN mensajeros, en
muestras de mucosa intestinal de crias alpaca. Se colectaron muestras de yeyuno y
sangre de 30 animales de 0 a 45 dias de edad. Se extrajo el ADN gendmico y los ARN
mensgjerosparael andlisispor PCRy RT-PCR tiempo real, respectivamente. Lapruebade
PCR convencional determind que todaslas muestrasamplificaron un segmento genémico
de entre 800 y 900 pb correspondiente a una Defa 8, y el 90% (27/30) de las muestras
amplifico un segmento esperado de 300 a 350 pb para?-def alp y dos bandas adicional es
de800a900 pb, evidenciadosen laelectroforesisen gel deagarosa. Ladeteccionde ARN
mensajeros por RT-PCR tiempo real serealizd en base al andlisisdelas curvas de amplifi-
cacion (Ct) y curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados. Las Cts delos
amplificados de Defa 8 estuvieron entre 25.1y 39.5 ciclos, con un promedio de 36.4 + 1.9,
y lasTmentre 79.1y 85.7 °C. Las Cts de los amplificados de ?-def alp estuvieron entre
22.7y 36.8ciclos, conun promedio de32.4 + 3.3, y lasTm tuvieron unrango de 71 a81.9
°C. Losniveles de expresion se determinaron por cuantificacion relativaen base al méto-
do de Ct comparativo. L osresultados mostraron niveles crecientesdeDefa 8 y ?- def alp
hasta la 3% semana, disminuyendo entrela4®y 62 semana. L os resultados demuestran la
presenciagendmicay expresion de ?-y ?-defensinasen el yeyuno delascriasdealpaca
menores de 45 dias de edad.
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Péptidos antimicrobianos (? - y ?-defensinas) en intestino de alpaca

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the presence of genomic ?-and ?-defensins
(bovine enteric beta defensin —?-def alp —and Defa 8 respectively) and their levels of
expression as messenger RNA in samples of intestinal mucosa of newborn alpacas.
Samples of jegjunum of 30 animalsfrom 0 to 45 days of age were collected. Genomic DNA
and mRNA wereextracted for PCR analysisand real-time RT-PCR respectively. All samples
amplified asingle DNA segment (between 800 and 900 pb) by PCR which correspondsto
the alphadefensin 8 (defa 8), while 90% (27/30) amplified a segment expected 300-350 pb
for ?-def alp and two additional bands of 800-900 pb evidenced by agarose gel
electrophoresis. The detection of mMRNAs by real time RT-PCR was performed based on
Cycle threshold (Ct) analysis and Melting temperature (Tm) of the amplified products.
The Ctsfor defa 8 products were found between 25.1 and 39.5 cycles with an average of
36.4 % 1.9, and the Tm of the ampliconswas |ocated between 79.1 and 85.7 °C. The Ctsfor
?-def alp were found between 22.7 and 36.8 cycles with an average of 32.4 + 3.3 and the
Tm of these amplified products ranged between 71 and 81.9 °C. The expression levels
were determined by relative quantification based on the comparative Ct method. The
results showed increased levels of defa 8 and ?-def alp until the 3 week of age, and a
decline between the 4" and 6™ week of age. Theresults demonstrate the genomic presence
and expression of ?- and ?-defensinsin the jejunum of a pacasyounger than 45 daysold.

Key words: South American camelids, antimicrobials peptides, PCR, rea time RT-PCR,

relative quantification

INTRODUCCION

Lainmunidad innata de mucosas esmuy
importante como barrera de defensa inicid
frente a organismos patdgenos (Ganz, 2003),
yaque sus componentes permiten ladimina
cién de microorganismos que entran en con-
tacto con los organismos superiores através
delassuperficies corporales; siendo € tracto
intestinal, la principal via de ingreso de
patdgenos causantes de problemas entéricos
(Jenssen et al., 2006) que ocasionan dtos
indices de mortalidad en crias de apacas.

L os péptidos antimicrobianos son parte
importante de la respuestainmuneinicial, no
solo porque median la eliminacion de
patdégenos en forma directa, Sino que inter-
vienen en los mecanismos de respuesta in-
mune tardios, permitiendo € montgje y €
mantenimiento de larespuestainmune adqui-
rida (Ganz, 2003; Sahl et al., 2005; Jenssen
et al., 2006). Las defensinas son la familia
de péptidos antimicrobianos mas grande y
més estudiada; son proteinas pequefiasdebgo
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peso molecular y de carécter catiénico, que
tienen actividad como proteinas formadoras
de poros en las membranas de los
microorganismos, entre otros blancos celula:
res (Jennsen et al., 2006). Se ha demostrado
su presenciagénicay su expresion en roedo-
res, bovinosy primates. En los Ultimos afios,
se estaincluyendo alas defensinas dentro de
nuevos protocol os terapéuti cos multimodal es
contra enfermedades infecciosas de huma
nos y mamiferos domésticos, con resultados
adentadores (Kamysz et al., 2003).

Aun no se ha determinado la presencia
genodmica de las defensinas ni su expresion
en camélidos sudamericanos. Debido a esto,
e presente trabajo buscd determinar su pre-
sencia (?- y ?-defensinas) en € genoma de
las dpacas y evauar su expresion relativa
durante los primeros 45 dias de edad. Estos
hallazgos permitiran aportar a conocimiento
delarespuestainmuneinnatade mucosasen
esta especie, y posteriormente, contribuir a
lameoradel mango terapéutico de los pro-
blemas entéricos en esta especie.
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Cuadro 1. Secuencias de primers de adefensina (Defa 8 y GAPDH (gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa) empleados en el estudio

Gen Forward

Reverse

Defa 8
GAPDH

GAAGACACTTGTCCTCCTTTCTG AATAGACCTGGACGACAGGACC
GTGAAGGTCGGAGTGAACG

GAGATGATGACCCTCTTGGC

Cuadro 2. Secuencia de los cebadores de [3-defensina disefiado en el estudio

Cebador Inicio Tamarno Tm GC% Secuencia
Forward 653 20 60.07 50.00 tccatagatgggacacagca
Reverse 902 20 59.99 55.00 tectctcttectgecactgt

M ATERIALES Y METODOS

Animalesy Muestras

Se emplearon 30 crias de a pacas cons-
tituidos en 7 grupos de 4 a 5 animales por
grupo de 0 a45 dias de edad, variedad Suri y
Huacaya, sin distincion de sexo, dd distrito
de Marangani, provincia de Canchis, Cusco.

Para el uso de animales de experimen-
tacion se contd con laautorizacion N.° 2009-
001 del Comité de Eticay Bienestar Animal
delaFacultad de Medicina Veterinariade la
Universidad Naciona Mayor de San Mar-
cos. Los animales fueron sacrificados em-
pleando un protocolo de 1.5 mg/kg de xilacina
(Rompun®) y 7.5 mg/kg de ketamina
(Vetaar®) viaintramuscular (Urquietaetal.,
1992) seguido por una sobredosis de 50 mg/
kg via endovenosa de pentobarbita sodico
(Hdata®).

Se obtuvieron secciones de yeyuno de
2 cm delongitud, diminando € contenido in-
testind mediante lavado con suero fisiol6gi-
co a 0.9%. Se extrgo la mucosa intestina
mediante un raspado profundo. Ademas, se
colect6 1 ml de sangre entera, a partir del
cua se extrgjo los leucocitos sanguineos por
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el méodo de gradiente de Ficoll (Morgan y
Darling, 1993). Las muedtras se dmacenaron
en nitrogeno liquido hasta su procesamiento.

Se usaron muestras pareadas para la
deteccidn gendmica(ADN genémico) y para
el andlisis de expresion (ARN mensgjeros).
Los leucocitos sanguineos se utilizaron solo
para la deteccion génica.

Cebadores

Paraladeteccion de? -defensing, Defa
8, se empled € juego de cebadores usado
por Patil et al. (2004) en un estudio compa-
rativo de genes de ?-defensinas en roedores
y humanos. Ademas, se utilizaron cebadores
especificos para GAPDH (gliceraldehido 3 -
fosfato deshidrogenasa) como control inter-
no (Cuadro 1). El tamafio de los productos
para Defa 8 de ADN gendmico esde 840 pb
y del ADNc (ADN complementariodel ARN
mensajero) de 258 pb. El tamafio de los am-
plificados de GAPDH es de 356 pb.

El disefio de primers para ?-defensina
(?- def alp) sehizo apartir de secuenciasde
?-defensinade bovino (Bostaurus) del ban-
co de genes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://
www.nchi.nlm.nih.gov/gene/), escogiéndose
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aquella con nimero de acceso AF016539.1.
Pararedlizar €l disefio de cebadores se utili-
zaron |os programas Primer3 output y primer
BLAST (Cuadro 2).

El tamafio de los productos amplifica
dos con € set de cebadores ?-def alp esde
226 pb. El andlisis ddl producto predecible
tiene un 100% de identidad con la secuencia
de B. taurus ?-defensina entérica
(AF016539.1), 92% para la secuencia de la
?-defensina 5 de B. taurus (AJ278799.1) y
90% para la secuencia de ?-defensina 4 de
B. taurus (AF008307).

Deteccién Gendmica de?-y ?-defensinas

Extraccién de ADN Gendmico. Seutilizo €
Kit DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen),
siguiendo las especificaciones del fabrican-
te. Se tom6 250 ul de muestra (raspado in-
testina y capaflogistica) y 20 ul de Proteinasa
K (20 mg/ml). Se adiciond 200 ul de buffer
AL acada muestra; se mezcl6 eincub6 a56
oC por 10 min paralisar las cdulas. Se agre-
g6 200 ul de etanal absoluto y se mezcl6. Se
adiciono 600 pl de la mezcla anterior en una
columna de membrana de silica colocado en
un tubo de coleccion de 2 ml (DNeasy mini
spin) y se centrifugd. Se descarto € fluidoy
€l tubo de coleccidn. Se realizaron dos lava
dos con centrifugaciones sucesivas con los
buffer del kit (AW1y AW2) para eiminar
material resdua. Se colocd lacolumnaenun
tubo nuevo y se agregd 200 ul de buffer AE
sobre lamembrana de la columna pararecu-
perar € ADN, d cual fue amacenado en ni-
trégeno liquido hasta su procesamiento pos-
terior.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Se empled d kit Go tag® Hot Start
Colorless Master Mix (Promega). Se adicio-
no 2.5 ul de ADN extraido en unamezclade
reaccion conteniendo 12.5 pl de MasterMix
Go taq (2x), 0.5 ul de cada cebador (10 uM),
y 9.5 ul de agua libre de nucleasas, para ob-
tener un volumen de reaccion final de 25 pl.
El protocolo fue el siguiente: Desna-
turaizacion inicia de 94 °C por 2 min, segui-
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do con 40 ciclos de 94 °C por 20 s, 55 °C por
20 sy 72 °C por 40 s. Luego se rediz6 una
extension find a 72 °C por 5 min, para aca
bar lareaccion a4 °C. Seuso € termociclador
PTC 200 (BioRad). Los productos fueron
andizados en gel de agarosa d 1%, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados en un
trangluminador UV.

Expresion de?-y ?-defensinas

Para e andlisis de la expresion se ex-
trgjolosARN mensgerostotalesdelasmues-
tras de mucosaintestind, paraser andizados
por RT-PCR tiempo redl.

Extraccion de ARN mensajeros. Se utilizd
el kit SV Total RNA Isolation System
(Promega), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se coloco 250 pl de las muestras
en tubos eppendorf de 2 ml, se agreg6 175 pl
debuffer delisado + BM, 350 ul de buffer de
dilucion (RDA), se mezcld y se centrifugd.
Se transvasd 750 ul de sobrenadante resul-
tante, se adiciond 200 pl de etanol a 95%, y
se mezclé empleando € vortex. Luego, se
trangfirio 700 pl de la mezcla a cartucho
preinsertado a tubo de coleccién dd kit (SV
Tota RNA Isolation System). Se centrifugd
a 12000 G por 15 s atemperatura ambiente.
Se realizaron dos pasos de lavados y
centrifugados, con los buffer del kit, paradli-
minar € debriscelular. Se colocd € cartucho
en e tubo de lavado del kit (SV Tota RNA
Isolation System). Se incubd con DNASsa,
paraeliminar e ADN, se par6 lareacciony
selavé con wash buffer. Serecuper6 e ARN
mensgjero total y se amacend en nitrégeno
liquido.

RT-PCR tiempo real. Para la transcripcion
reversadelosARN mensgerosaADN com-
plementario, e cua sirvi6 como templado
parad PCRtiempored, seutilizo € kit cDNA
superscript 1 supermix (Invitrogen), Sguien-
do las especificaciones del fabricante. Se usd
10 I de Reaction mix (2x), 2 yl de enzima
MULV-RT (1U), 7 pl de aguay se agregb 1
ul del ARN extraido, paracompletar un volu-
men de reaccion de 20 pl. Seuso € siguiente
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protocolo: 25 °C por 10 min, 50 °C por 30
min, 85 °C por 5 miny luego a4 °C. Se afia
di6 1 pl de RNasaH y seincubd a 37 °C por
20 min.

Parad PCR tiempo real seutilizo € kit
Sybr green super mix (Invitrogen). La mez-
clade reaccion contenia 10 pl de master mix
sybr green (2x), 0.4 pl de cada cebador (10
pM), 1 pl de ROX, 7.2 ul de agua libre de
nucleasas y 1 pl de ADN complementario
de los mensgjerostotales (ADNC). El proto-
colo empleado fue: 50 °C por 2 min, 95 °C
por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por
15 sy 60 °C por 1 min. Los resultados se
analizaron en base a la curva de amplifica
cion (Ct) y la temperatura de disociacion
(Tm) de los productos amplificados con €
software Opticon Monitor 2.1.

Cuantificacion Relativa de ?2-y ?-
defensinas

Se rediz0 la cuantificacion relativa en
basea método Ct comparativo (Pfaffl, 2001;
Rebrikov y Trofimov, 2006). En este méto-
do, los resultados se presentan como nime-
ro de veces con respecto aun calibrador (in-
dividuo con cantidades basales de expresion
del gen aandizar). De estaforma se obtuvo
los niveles de expresidon de?- y ?-defensinas
(Defa 8y ?- def alp) con respecto a un
calibrador, consderando como ta alos ani-
males de O dias de edad. Los animales fue-
ron agrupados por semanas de edad, consi-
derando tres animales en promedio por gru-
po etario debido a la poca disponibilidad de
animales. El grupo cadibrador constd de tres
animales.

Deteccidén Gendmicade?-y ?-defensinas

Al realizar un PCR con el set de
cebadores GAPDH usado como control
interno de las muestras se encontré que en
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el 100% (30/30) delas muestras se amplifica
unaregion del ADN de 300 pb en promedio.

L os resultados de PCR mostraron que
el total delas muestras (30/30), con € set de
cebadores Defa 8 evidencio que € producto
de ADN amplificado tiene un peso molecular
entre 800 y 900 pb (Fig. 1).

Con € set de cebadores ?- def alp se
observo tres productos especificos a partir
de los leucocitos de las muestras de sangre
de apacas en & 90% (27/30) de las mues-
tras, con un tamafio de 900, 800 y 350 pb. El
10% restante (3/30) presento |os dos produc-
tos de tamario mayor (800 y 900 pb). Con €
ADN de la mucosa intestinal se obtuvo los
mismos resultados (Fig. 2).

Expresion de ?-y ?- defensinas

En laexpresién de ARN mensgjeros de
GAPDH, los resultados del RT-PCR tiempo
real mostraron que todas las muestras de
mucosaintestinal (30/30) tuvieron una curva
de amplificacién (Ct) antes de los 40 ciclos.
Los Ct s2muestran congderando solo unvaor
decimal y varian dentro de un rango de 21.4
a 30.9 ciclos. Latemperatura de disociacion
delos productosindicaun producto especifico
por animal y dos productos especificosen la
poblacion muestreada. El 73.3% (22/30) de
los productos tuvieron una temperatura de
disociacion entre 83.3y 839 °C, y d 26.7%
(8/30) restante entre 80.9y 81.5 °C (Fig. 3).

En la expresion de ARN mensgjero de
?-defensing, d andlisis mostré curvas de am-
plificacion con un Ct (cycle threshold, ciclo
umbra) entre 25.1 y 39.5 ciclos con un pro-
medio de 36.4 = 1.9. El andisis de la curva
de disociacion mostrd un pico Unico, con un
leve ruido de fondo y una temperatura de di-
sociacion entre 79.1y 85.7 °C (Fig. 4).

Losresultados de la expresién de ARN
mensg eros de ?-defensina mostraron que la
temperatura de disociacion tuvo un rango de
71 a81.9 °C (Fig. 5), y las curvas de ampli-
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ficacion de 22.7 y 36.8 ciclos con un prome-
diode324+33.

En la cuantificacion relativade ?-y 2-
defensinas, los niveles de expresion relativos
al calibrador (animales de 0 dias de edad) de
cadauno delos grupos etarios, mostraron una
expresion creciente en las tres primeras se-
manas de edad y una caida en la expresion
entrela4?y 62semana (Fig. 6y 7).

Se determind la presencia de los genes
de ?%¥ ?-defensinas en muestras de mucosa
intestinal y sangre de apacas, y se ha esta-
blecido su expresion en los tgidos intestinea-
les. Estos péptidos, s bien han sido demos-
trados en otros mamiferos como bovinos, ra-
tones, ratas, monos y humanos (Petil et al.,
2004), no se habia determinado su presencia
en los camélidos sudamericanos.

Los productos de ?-defensinas amplifi-
cados de segmentos génicos con cebadores
disefiados en especies filogenéticamente dis-
tantes con loscaméidos (Tarver et al., 1998),
demuestran que s bien existen diferencias
genéticas entre estas especies, las defensinas
son componentes del sistema inmune innato,
evolutivamente conservados dentro de las
especies mamiferas (Ganz, 2003; Pdtil et al.,
2004) (Fig. 1).

En & mamifero, las defensinas se agru-
pan en familias, de acuerdo alapresenciade
secuencias conservadas presentes (Ganz,
2003). De acuerdo aesto, € andlissBLAST
muestra que lasecuenciaempleadaen e pre-
sente estudio tiene un ato grado de identidad
(>90%) con otras secuencias de defensinas
genéticamente relacionadas, como la beta
defensina 4 y 5 de bovinos. Ademés, hubo
otros dos productos que fueron amplificados
utilizando € mismo set de cebadores (Fig. 2),
como ha sido demostrado en otros estudios
(Tarver et al., 1998). Esto puede deberse a
que € segmento amplificado es una secuen-

Rev Inv Vet Per(1 2011; 22 (4): 324-335

cia conservada dentro de los tres segmentos
amplificados por PCR gue pueden ser delos
otros genes de defensinas presentes en el
genoma de las alpacas. Este supuesto debe-
ria ser corroborado por secuenciamiento
nucleotidico de los productos encontrados.

El gen GAPDH es uno de los més usa-
dos como control interno en distintostipos de
PCR (Costa, 2004; Pinilla et al., 2008) por
su pocavariabilidad y su expresién constante
en digtintos tipos celulares, sin embargo, los
resultados de RT-PCR en tiempo real de las
muestras de crias de apaca muestran dos
curvas de disociacion dentro de la misma
poblacion, evidenciando dos productos am-
plificados (Fig. 3). Esto puede deberse a la
expresion de dos isoformas de ARN mensa-
jerosdel gen GAPDH, debido amecanismos
post transcripcional es que permiten laforma-
cion de dos mensgjeros distintos a partir de
un mismo gen.

L os resultados permiten establecer que
la?-y ?-defensinas se expresaron en todos
los individuos (deteccion de ARN mensgje-
ro) que mostraron una amplificacién de un
segmento del gen por PCR (del ADN). La
expresion en animales de diversas edades
indicaque setiene unaexpresion condtitutiva
durante lavida del animal. El ciclo umbra o
curva de amplificacion (Ct) alto evidencia
bajos niveles de expresion de defa 8 en la
mucosaintestina delas apacas, consideran-
do que una muestra con un Ct alto significa
escasa cantidad de templado inicia en la
muestra (Costa, 2004). La temperatura de
disociacion (Tm) de los productos obtenidos
determina una alta especificidad de los
cebadores; sin embargo, en agunas mues-
tras se observo un leve ruido de fondo, debi-
do probablemente a una degradacién de los
ARN mensgjeros de las muestras (Lewin,
1996).

Las diversas temperaturas de disocia-
cién de los productos de RT-PCR en tiempo
red usab|os cgdedres Defa 8 y 2def
alp demostraron diversidad en los productos
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Figural. ADN gendmico de ?-defensina. Electroforesis de un gel de agarosa a 1%, donde se
andlizan los productos de PCR de muestras de ADN de leucocitos de sangre de
apacas (carril 2) y ADN demucosaintestina (carriles3y 4). El carril 1 esel marcador
de peso molecular. Se visualiza un producto entre 800 y 900 pb.

BOO

A0l

Figura2. DNA gendmico de ?-defensina (?2def alp). Electroforesis en gel de agarosaal 1%
de los productos de PCR amplificados con cebadores disefiados de ?-defensina (??
def alp). Marcador de peso molecular (carril 1); ADN de leucocitos sanguineos de
apaca (carriles 2y 3); ADN de mucosaintestina de apaca (carriles 4y 5); control
blanco de PCR sin DNA (carril 6).
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Figura 3. Temperatura de disociacion (Tm) de los productos amplificados con los cebadores
GAPDH. Notese las dos curvas de disociacion dentro de la poblacion muestreada.
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Figura4. Temperatura de disociacion de los productos amplificados por RT-PCR tiempo red
de los mRNA de las muestras de mucosa intestinal de a pacas utilizando cebadores
Defa 8
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Fgura 5. Temperatura de disociacion de los productos amplificados con los cebadores de -
defensinas

Figura 6.
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Cuantificacion relativa
N
1

1o U ARTE

1 2 3 4 5
Semanas de edad

Niveles de expresion de ?-defensina (Defa 8) en mucosa intestina de crias de
alpaca (Vicugna pacos). La cuantificacion relativa se redizé por € método Ct
comparativo, en base a calibrador (barra 1). Las barras de 2-7 son los grupos de
animales por semanas.
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Cuantificacion relativa
o = N w IS (6)] (o)) ~

N

1 2 3

4 5 6 7

Semanas de edad

Figura7. Niveles de expresion de ?-defensina (?- def alp) en mucosa intestina de crias de
alpaca (Vicugna pacos). La cuantificacion relativa se rediz6 por € método Ct com-
parativo, en base a calibrador (barral). Lasbarras de 2-7 son los grupos de animales

por semanas.

delasmuestras (Fig. 4y 5), indicando laexis-
tencia de digtintos productos amplificados de
defensinas (yaseaen tamario o en lasecuen-
cia misma) dentro de una poblacion de ani-
males. Esto puede deberse a 1) modificacio-
nes post transcripcionales que permiten la
formacion de una diversidad de ARN men-
sgjeros a patir de un mismo gen y, por lo
tanto, la formacion de diversas proteinas,
como |o observado en bovinos (Ganz, 2003);
2) duplicaciones y seudogenizacién de los
genes de defensinas (Hollox et al., 2008); y
3) genes de diversas defensinas que tienen
regiones conservadas agrupadas en familias
(Ganz, 2003). Se conoce que los organismos
superiores expresan diversas proteinas que
gercen funciones en larespuestainmunitaria,
debido amodificaciones post transcripcionaes
(cortey empa me aternativo, recombinacion
de exones, etc.) que sufren los ARN mensa-
jeros (Lewin, 1996).
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La curva de expresion relativa de los
productos amplificados, tanto de Defa 8 y 2-
def alp, en comparacién con € calibrador
(muestras de 0 dias) (Fig. 6y 7), solo mues-
tra estos niveles en la poblacién muestreada
y los valores deben ser tomados Unicamente
como unatendencia en los niveles de expre-
sion. Los niveles de expresion creciente po-
drian correlacionarse con @ cambio gradual
deladietade las alpacas, de leche aforrgje;
toda vez que se origina un cambio en la
microflora intestinal, representando un esti-
mulo parae sstemainmune (no solo innato
sino también adaptativo), ocasonando una
mayor expresion de las defensinas. Asmis-
mo, los niveles decrecientes en la cuarta se-
mana podrian deberse a establecimiento de
lamicrofloray asu reconocimiento por parte
dd sistemainmune, estableciéndose un gra-
do detoleranciainmunol 6gicaque permitauna
expresion constante de las defensinas en es-
tudio a partir de ese periodo.
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Losresultados, tanto de ADN genémico
como de los ARN mensgjeros para la ?-
defensing, corrobora que los primers fueron
disefiados para una region de un exon. Sin
embargo, en € caso de la ?def alp, que fue
disefiada desde unaregion ddl intron entre €
exon 1y 2 de la defensina entérica del bovi-
no, permitio la amplificacion de una region
desde ARN mensgjeros obtenidosde a pacas.
Se descarta la presencia de contaminacion
de ADN en e RT-PCR debido a uso de
DNasas en € procesamiento de extraccion
de ARN y porque los productos se obtuvie-
ron en el 100% de muestras.

El secuenciamiento nucleotidico, tanto
de los productos de PCR como de RT-PCR
tiempo red, de ?-y ?-defensinas, permitira
determinar la secuencia exacta del DNA
gendmicoy delosRNA mensgeros, paraasi,
establecer si los productos son de origen
mieloide o epitelial, s existe una recom-
binacion de exones en los RNA mensgjeros
o una diversificacion evolutiva dentro de las
defensinas estudiadas, |0 cua no se pudo es-
tablecer en € presente trabgjo.

CONCLUSIONES

?  Existen genes de ?-defensina (Defa 8)
y ?-defensina (?-def alp) en las células
delacapaflogisticade muestras de san-
grey delamucosaintestina de apacas
(Vicugna pacos).

? Se demostré la expresion de las
defensinas Defa 8y ?-def alp en mu-
cosa intestinal de crias de alpacas.
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