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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar y comparar los niveles de expre-
sion relativa de ARN mensajero (ARNm) de IgA en el epitelio intestinal de las crias de
alpacas en aparente buen estado de salud (n=35) o0 enfermas con enteropatia (n=35). En
cada grupo se incluyeron cinco animales recién nacidos antes del consumo de calostro y
cinco por cada semana de edad hasta la sexta semana. Se tomaron 2 cm de yeyuno por
animal y se almacenaron en congelacion a-196 °C. Se realiz6 la extraccion de ARN total
con Trizol® y luego se sintetizd el ADN complementario (ADNCc). Posteriormente se
realiz6 el PCR y la RT-PCR Tiempo Real empleando oligonucleétidos disefiados para la
deteccion del exon 1 de la region Fc IgA de alpaca. Se realiz6 la cuantificacion de la
expresion relativa mediante normalizacion con ARNm del gen GAPDHYy los calculos de la
expresion relativa se realizaron utilizando el método 244, Se identific y demostrd
mediante la técnica de RT-PCR tiempo real que las alpacas codifican y transcriben ARNm
del exon 1 de laregion Fc de IgA desde el primer dia de edad, mas no al nacimiento; siendo
su expresién relativa detectada y producida en la mucosa intestinal de crias de alpacas a
partir de un dia de edad, tanto en animales sanos como enfermos. Los animales sanos
presentaron una tendencia de expresion constante de ARNm de IgA hasta la cuarta
semana de edad, con disminucién discreta en las semanas subsiguientes, mientras que la
produccion de ARNm de IgA en los cuadros entéricos fue siempre superior a lo expresa-
do por los animales sanos. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre gru-
pos (sanos 38.8 y enfermos 113 veces, respectivamente, respecto del calibrador).

Palabrasclave: camélidos sudamericanos, inmunidad de mucosa intestinal,
inmunoglobulina A, PCR, RT-PCR tiempo real, cuantificacién relativa
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine and compare the levels of the
relative expression of messenger RNA (mRNA) of IgA in intestinal epithelium of newborn
alpaca up to 45 days old, that were in good health status (n=35) and ill with enteropathy
(n=35). In each group, five animals were newborns before the consumption of colostrum
and five for each week of age until the sixth week. Samples consisted in 2 cm length of
jejunum, which was immediately preserved at -196 °C. The extraction was done with
Trizol®, then complementary DNA (cDNA) was synthesized. Subsequently, the
conventional PCR and real time RT-PCR was conducted using oligonuclectides designed
for detecting the exon 1 of the Fc IgA region of alpaca. The quantification of the relative
expression was made through normalization with the GAPDH gene mRNA and the relative
expression calculations were conducted using the 2-24% method. It was identified and
demonstrated through the real time RT-PCR technique that alpacas encoded and
transcribed mRNA of exon 1 of the IgA Fcregion from the first day of age, but not at birth.
Also, the relative expression is detected and produced in intestinal epithelium of newborn
alpaca from one day of age, both in healthy and ill animals. Healthy animals have a
tendency of constant expression of mRNA of IgA until the fourth week of age, with
slightly decrease in the subsequent weeks, whereas in enteric diseases IgA mMRNA
production is always superior than the expressed by the healthy animals, having significant
differences (p<0.05) between the two groups (healthy 38.8 and sick 113 times respectively,
with regard to the calibrator).

Key words: South American camelids, intestinal mucosal immunity, immunoglobulin A,

PCR, RT-PCR, relative quantification

INTRODUCCION

La poblacion de alpacas en el Per( es
de casi tres millones de cabezas distribuidas
mayormente en la zona central y sur del pais,
siendo Puno el departamento que cuenta con
el 57% de esta poblacién. La alpaca es una
de las principales fuentes de trabajo para el
poblador altoandino (Bustinza, 2001). Las
enfermedades infecciosas son una de las
mayores limitantes para el desarrollo produc-
tivo en las comunidades campesinas, donde
uno de los factores de mayor impacto econé-
mico son los problemas de morbilidad y mor-
talidad de crias de alpaca ocasionados prin-
cipalmente por enterotoxemia, neumonias y
colibacilosis (Ramirez, 2009).

En general, se activa una respuesta
inmunitaria a nivel de las mucosas cuando
ocurre la invasion de un agente infeccioso
por via digestiva, haciendo que las células
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plasmaticas intestinales ubicadas en la
submucosa 0 en la ldmina propia del tracto
gastrointestinal sinteticen inmunoglobulina A
(IgA). Esta constituye la principal
inmunoglobulina a nivel de mucosas que pue-
de limitar la invasion de agentes patdgenos
(Braathen et al., 2007). Este tipo de inmuni-
dad esta protagonizado por los linfocitos B y
T efectores. Las células efectoras B son las
células plasmaticas productoras de
inmunoglobulinas y realizan su accion median-
te la inmuno-exclusién e inmuno-eliminacion
de los antigenos por los anticuerpos 1gG e
IgM a nivel sistémico y del tipo IgA secretora,
producida localmente a nivel intestinal.

Las células plasmaticas intestinales pro-
ductoras de IgA derivan de linfocitos B loca-
lizados en las placas de Peyer o en los
foliculos solitarios (Fagarasany Honjo, 2003).
El proceso se inicia mediante el contacto del
antigeno con las células presentadoras, que
lo procesan y presentan a los linfocitos de las
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placas de Peyer y de los foliculos, generan-
do la proliferacion de un clon antigeno-espe-
cifico que pasa a la sangre, donde se distri-
buye como células de memoria en forma
sistémica y vuelve a la lamina propia donde
se aloja de forma definitiva. Ante un nuevo
contacto con el antigeno, los linfocitos T pro-
liferan, desencadenandose por un lado una
respuesta inmune celular, y por otro, un esti-
mulo para que los linfocitos B se transfor-
men en células plasmaticas productoras de
IgA secretora antigeno-especifica (Fagarasan
etal., 2001).

Se ha postulado que la principal funcién
de la IgA es evitar la adherencia de microor-
ganismos (bacterias y virus) en la superficie
de las células mucosas, previniendo asi su
entrada a los tejidos (Tizard, 2000). Existen
escasos estudios en camélidos sudamerica-
nos que miden la expresion de la IgA en
mucosas, tal vez debido a que no existe un
método cuantitativo para medir IgA de alpa-
ca. Debido a esto, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la expresion del
ARNmM de IgA en crias de alpacas y evaluar
su expresion relativa durante los primeros 45
dias de edad. Esto permitira aportar al cono-
cimiento de respuesta inmune en esta espe-
cie y, posteriormente, poder dilucidar el mo-
mento en que el neonato comienza a produ-
cir 1gA propio para la defensa contra agen-
tes patdgenos.

Animales y Muestras

Se trabajé con 35 crias de alpacas en
aparente buen estado de salud y con otras
35 crias con signos de enteropatia (presen-
cia de diarreas y posterior confirmacion por
histopatologia de enteritis en muestras de
yeyuno) de una comunidad de criadores de
alpacas del distrito de Marangani, Cusco,
Peru, en 2010. Cinco crias, aparentemente
sanas, fueron trabajadas antes del consumo
de calostro y cinco crias por grupo corres-
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pondieron a las semanas 1, 2, 3, 4,5y 6 de
edad. Hembras y machos estuvieron repre-
sentados en todas las muestras. Los anima-
les fueron sacrificados empleando un proto-
colo de 1.5 mg/kg de xilacina (Rompun®) y
7.5 mg/kg de ketamina (\Vetalar®) via
intramuscular (Urquieta et al., 1992) seguido
por una sobredosis de 50 mg/kg via
endovenosa de pentobarbital sédico
(Halatal®). El estudio cont6 con la Autoriza-
cion N° 2009-001 del Comité de Etica y Bie-
nestar Animal de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

Se obtuvieron muestras de 2 cm de lon-
gitud de la porcién media del yeyuno, por ser
una region intestinal identificable, con tejido
linfoide organizado y presencia de linfocitos
intraepiteliales. Las muestras fueron lavadas
en suero fisioldgico estéril al 0.85% para re-
tirar el contenido intestinal. Luego se realiz6
un raspado profundo de la mucosa con hoja
de bisturi. El raspado fue diluido en 5 ml de
tampon fosfato (PBS) y centrifugado a 500 g
por 30 min. El sobrenadante fue descartado
y el pellet obtenido, conteniendo células de la
mucosa intestinal, se conservo a -196 °C.

Oligonucleotidos

Para la deteccion del exdn 1 de IgA se
emplearon los oligonucleétidos disefiados por
el programa Primer3 Output (www.pri-
mer3.com) a partir de la secuencia publicada
en el Banco de Genes para la linea germinal
de alpaca (AM773729.1). Asimismo, se em-
ple6 el programa BLAST del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para encontrar
las regiones conservadas de la linea germinal
de alpaca realizando comparaciones y demos-
trando su especificidad.

También se utilizaron oligonucledtidos
especificos (gliceraldehido-3-fosfato deshi-
drogenasa) para el gen GAPDH (Patil et al.,
2004) como control endogeno (Cuadro 1). El
analisis BLAST con los oligonucle6tidos di-
sefiados permitio identificar parte de un pro-
ducto de 309 nucleétidos del locus IgH en la
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Cuadro 1. Secuencia de oligonucledtidos para el exon 1 de la IgA y GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) empleados en el estudio

Gen Longitud Secuencia T° de
(pb) hibridacion
A 164 F: 5" AACGTGTCCGTCATGGACTT 3’ 60.4 °C
J R: 5 GGTAGTTGGGCATGTTGATC 3’
F: 5" GTGAAGGTCGGAGTGAACG 3’ 60.0 °C
GAPDH 356

R: 5 GAGATGATGACCCTCTTGGC 3’

Cuadro 2. Frecuencia relativa de las temperaturas de disociacion (Tm) de los productos
obtenidos con los oligonucle6tidos para el exén 1 de la IgA en animales sanos y
enfermos

Frecuencia relativa (%) en
alpacas sanas

Frecuencia relativa (%) en

Temperatura (°C) de alpacas enfermas

disociacion (Tm)

(A (B)?
85.4 31 2
85.7 56 6
86.0 11 66
87.2 2 26

! Frecuencia relativa de la Tm predominante fue de 85.7°C
2 Frecuencia relativa de la Tm predominante fue de 86.0°C

region del gen IgHV de la secuencia de la
linea germinal de alpaca que comparte una
identidad de 88% con el ARNm de la IgA del
cerdo doméstico.

Metodologia del Trabajo

Obtencién de ARN total. Se emple6 el
reactivo Trizol® (Invitrogen, EEUU), siguien-
do las instrucciones del fabricante, para la
extraccion de ARN total a partir del pellet
obtenido de los raspados yeyunales de todos
los animales. EI ARN fue tratado con 2 Ul
DNasa (Promega, EEUU) para eliminar la
presencia de ADN contaminante provenien-
te de las muestras.
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RT-PCR. Sintesis de ADN complementario
(ADNc) a partir del ARN total. De cada
muestra de ARN total se realiz6 una trans-
cripcion reversa (RT) utilizando el kit comer-
cial «SuperScript® Il First-Strand Synthesis
SuperMix for gRT-PCR» (Invitrogen, EEUU)
y siguiendo las especificaciones del fabrican-
te. Se utilizé el termociclador Thermal Cycler
PTC-200 Chromo 4 (MJ Research, EEUU)
programado por un solo ciclo con el siguiente
protocolo: 25 °C por 10 min, 50 °C por 30 min,
85 °C por 5 miny a 4 °C indefinidamente para
enfriar la muestra. Se afiadi6 2 Ul de RNasa
H de E. coli, proporcionado por el kit, a cada
pocillo y se incub6 a 37 °C por 20 min para
destruir la molécula ARN del hibrido
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ARN:ADNCc. EI ADNc obtenido fue conge-
lado a -70 °C hasta su uso en la reaccion de
PCR Tiempo Real. El software utilizado fue
el Opticon Monitor 2, v. 2.0.3.

PCR. La técnica de PCR se utilizé primero
mediante el método convencional para com-
probar la identidad del producto de acuerdo a
su longitud en pares de bases. Seguidamen-
te, 2 pl de cada ADNc junto con los
oligonucledtidos especificos para el gen de la
cadena pesada de la IgA (gen alfa) fue am-
plificado con el kit GoTag® Green Master
Mix (Promega, EEUU), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Se coloc6 23 pl del
Master Mix y se agreg6 2 ul del ADNc obte-
nido en el paso anterior. Se colocaron los via-
les en el termociclador Thermal Cycler PTC-
200 Chromo 4 (MJ Research, EEUU). El
protocolo para el termociclador fue de 94 °C
por 2 min, luego se continud con 40 ciclos de
94 °C por20s,56°Cpor 20sy 72°C por 40s.
Luego se realiz6 una extension final de los
productos a 72 °C por 5 min, finalizando la
reaccion a 14 °C.

Electroforesis de los productos del PCR
de IgA. Se colocaron 25 pl de los productos
de la PCR, se adicionaron 5 pl de buffer de
carga a cada una de las muestras, y se colo-
caron en los carriles del gel. Un carril fue
utilizado por el marcador de peso molecular
Perfect DNA 1 kb Ladder (Novagen, EEUU).
La electroforesis se realiz6 a 100 V por 1
hora y luego las bandas de ADN tefiidas con
bromuro de etidio fueron visualizadas en un
transiluminador UV (UltraLum, EEUU).

PCR en Tiempo Real. Se utilizaron 2 pl de
cada ADNCc de los ARN obtenidos durante
la sintesis (del RT) para realizar un PCR
Tiempo Real, utilizando el kit «SuperScript®
111 Platinum® SYBR® Green Two-Step gRT-
PCR Kit w/ROX» (Invitrogen, EEUU), em-
pleando como fluoroforos marcadores de
ADN doble hebra al agente intercalante
SYBR Green y el colorante Rox, y como re-
ferencia pasiva un ADN polimerasa (Taq
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polimerasa). Se coloco 18 pl del Master Mix
y se transfirio 2 pl de ADNc obtenido. Se
colocaron los viales en el termociclador PTC
200 Chromo 4 programado con el siguiente
protocolo: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 155y 60 °C
por 1 min. Los productos fueron leidos por el
termociclador para PCR tiempo real gene-
rando una curva de amplificacion o ciclo
umbral (Ct) y una curva de disociacién (Tm),
determinando su especificidad. El software
empleado fue Opticon Monitor 2, v. 2.0.3.

Los resultados del PCR convencional
usando los oligonucleétidos disefiados para el
ARNM de la IgA evidenciaron la amplifica-
cion de un producto especifico de aproxima-
damente 164 pb a partir de ADNc obtenido.
No se logré observar diferencias entre los
productos obtenidos de muestras de anima-
les sanos y enfermos o por el efecto de la edad
a través de la técnica convencional (Fig. 1).

Las frecuencias de las temperaturas de
disociacion de los productos obtenidos en las
crias sanas muestra la predominancia de un
producto con Tmde 85.7 °C, mientras que en
el grupo de crias enfermas el producto predo-
minante posee una Tm de 86.0 °C (Cuadro 2).

En la expresion del ARNm de la IgA,
las temperaturas de disociacion fueron cer-
canas entre los amplicones obtenidos (Fig. 2).

En la cuantificacion relativa de ARNm
de IgA, los resultados mostraron que el nivel
promedio de expresion de ARNm de IgA en
animales sanos fue de 38.8 veces respecto
del calibrador (1 dia de edad). Por el contra-
rio, los animales enfermos con enteropatia
producen 113 veces lo expresado por el
calibrador, existiendo diferencia significativa
(p<0.05) entre el grupo de animales sanos y
enfermos (Fig. 3).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los productos de PCR para deteccion del
exon 1 de la cadena pesada de IgA. 1: Alpaca sana de 5 dias de edad, 2: Alpaca sana
de 1 dia de edad, 3: Alpaca sana de 23 dias de edad, 4: Alpaca enferma de 24 dias de
edad, 5: Alpaca sana de 35 dias de edad

Fluorescence

85 70 75 B0 85 50 75 g0 B85 30

Figura 2. Analisis de Temperatura de Disociacion (Tm) mediante RT-PCR Tiempo Real. A)
Animales sanos, la curva verde representa un producto con Tm de 85.7 °C. B) Anima-
les enfermos, la curva verde muestra otro producto con Tm de 86 °C, y la curva roja
muestra un producto con Tm de 87.2 °C
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Figura 3. Variacion de la expresion relativa de ARNm de IgA en mucosa intestinal de crias de
alpacas sanas y enfermas con respecto al calibrador. Segln estado sanitario en rela-
cion a la expresion al dia de edad segln el método 2-24Ct en animales de 0 a 45 dias

de edad
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Figura4. Variacion de la expresion relativa de ARNm de IgA en mucosa intestinal de crias de
alpacas, segun el analisis 2-44¢t para la expresion de ARNm de IgA en animales
sanos segun edad
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Figura5. Variacion de la expresion relativa de ARNm de 1gA en mucosa intestinal de crias de
alpacas, segun el analisis 2-44C para la expresion de ARNm de IgA en animales

enfermos seguin edad

En los animales sanos se evidenci6 que
no hubo expresion de IgA al nacimiento (0
dias). Los niveles de expresion promedio de
ARNM de IgA con respecto al calibrador en
crias de alpaca sanas exhibieron una tenden-
cia creciente en las primeras cuatro sema-
nas de vida, decayendo a partir de la quinta
semana de edad (p<0.05) (Fig. 4).

Los animales enfermos denotan expre-
sion relativa de ARNm de IgA muy por enci-
ma de lo cuantificado para los animales de
un dia de edad (calibrador), llegando a pro-
ducir durante la tercera semana de edad hasta
215 veces lo que estos producen. Los niveles
de expresion descienden a partir de la cuarta
semana (p<0.05) y se mantienen constantes
hasta la sexta semana (Fig. 5). Asimismo,
también se encuentra diferencia significativa
(p<0.05) al comparar los resultados de los
animales sanos contra los valores de anima-
les enfermos por grupos etarios con relacion
a los animales calibradores de un dia de edad.
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El analisis de la Tm de los productos de
RT-PCR tiempo real obtenidos de animales
sanos Yy enfermos identifico temperaturas de
disociacion cercanas entre los amplicones
resultantes (Fig. 2), existiendo predominancia
de determinadas temperaturas en animales
sanos (Tm=85.7 °C) y enfermos (Tm =86 °C)
(Cuadro 2). Esto determina la posible exis-
tencia de variantes de transcritos con dife-
rencias muy ligeras en la composicion de ba-
ses perceptible a través del tiempo real, ya
gue sus Tm son muy similares. El presente
trabajo no pudo establecer con certeza la
existencia de polimorfismos o isoformas pro-
cedentes de mecanismos de recombinacion
génica propias de la generacion de los ARNm
de IgA en alpacas, y para ello seria necesa-
rio realizar el secuenciamiento nucleotidico
de los productos del RT-PCR tiempo real para
identificar tales variaciones y emplear técni-
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cas avanzadas para develar las implicancias
de tales cambios y sus efectos sobre los indi-
viduos en caso se presenten (Gould-Rothberg,
2001).

Los resultados obtenidos con el RT-PCR
en tiempo real, usando oligonucleétidos dise-
fiados para el ARNm de la IgA, permitieron
establecer que los animales neonatos aparen-
temente sanos que no habian tomado calostro
carecen de cantidades detectables de ARNm
de IgA en la mucosa intestinal. Niveles
detectables fueron producidos a partir del
primer dia de edad tras el consumo de calostro,
debido a que la produccion de IgA es depen-
diente del estimulo antigénico que esta co-
menzando a presentarse con la colonizacion
de microorganismos a nivel intestinal y tam-
bién a las moléculas inductoras/reguladores
de la respuesta inmune presente en el calostro
y leche (Porto et al., 2007).

En este estudio se observaron casos de
alpacas sanas (25%) y enfermas (30%) con
niveles de ARNm de IgA indetectables a tra-
vés de la técnica de RT-PCR tiempo real
empleando los oligonucleétidos descritos. Esto
podria ser debido a 1) la incapacidad de la
prueba molecular de detectar ARNm de IgA
carentes de la expresion del exén 1, conside-
rando que se ha demostrado la existencia de
ratones carentes de exon 1 alfa inducidos por
altas dosis de LPS microbiano (Coffman et
al., 1989); 2) la ocurrencia de animales
inmunodeficientes que no puedan expresar
la IgA; enfermedad denominada «deficien-
cia selectiva de IgA», que se presentan en
una proporcion de 1:500 a 1:700 individuos
en ratones y en humanos, y que esta asocia-
da a alergias e infecciones recurrentes
(Strober y Sneller, 1991); y 3) muchos indivi-
duos sanos presentan niveles basales de
ARNM de IgA en cantidades no detectables,
dado que no han sido estimulados para incre-
mentar la produccion de este anticuerpo.

Los niveles de expresion promedio de
ARNM de IgA con respecto al calibrador en
crias de alpaca sanas exhiben una tendencia
creciente en las primeras cuatro semanas de
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vida, decayendo de manera discreta a partir
de la quinta semana (Fig. 4). Los altos nive-
les de ARNm de IgA podrian estar asocia-
das a la presencia de moléculas inmuno-
moduladoras en calostro y leche, a la
estimulacién de los antigenos de la microbiota
que se esta implantando a partir de la ingesta
del alimento materno y posteriormente por la
ingesta de pasto natural (Porto et al., 2007).
La posterior disminucién de ARNm de IgA
podria estar relacionada a procesos de tole-
rancia (supresion) inmunoldgica y sensibili-
zacion de antigenos alimentarios mediante la
induccion de un mecanismo de un estado no
especifico de no respuesta inmunoldgica
(MacDonald, 2001). Un resultado similar se
aprecia en la produccion de o-defensinas en
la mucosa intestinal de las crias de alpacas,
sugiriendo que los procesos adaptativos ha-
cia antigenos alimentarios inocuos y
microbiota intestinal saprofita se extiende
desde la inmunidad innata hasta la inmunidad
adaptativa de manera dindmica en tejido in-
testinal en periodos de tiempo similares (More
etal., 2011).

Los resultados muestran que los anima-
les enfermos denotan expresion relativa de
ARNmM de IgA muy por encima de lo cuanti-
ficado para los animales de un dia de edad
(calibrador), llegando a producir durante la
tercera semana de edad hasta 215 veces lo
que estos producen (Fig. 5). El incremento
significativo de la produccién de ARNm de
IgA frente a cuadros entéricos indica la ca-
pacidad de los animales jovenes para respon-
der adecuadamente mediante esta
inmunoglobulina (IgA) ante la aparicion de
microorganismos patégenos (Hosono et al.,
2003). Asimismo, las diferencias encontra-
das entre animales sanos y enfermos revelan
estimulacion y activacion de la respuesta hu-
moral a nivel intestinal en crias de alpaca
enfermas con enteropatia (Zaldivar, 2002),
particularmente importante en la quinta y sex-
ta semana de edad donde los niveles de ex-
presion de ARNm de IgA tienden a disminuir
paulativamente en animales aparentemente
sanos.
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CONCLUSIONES

e Seidentifico y demostré mediante la téc-
nica de RT-PCR tiempo real que las
alpacas codifican y transcriben ARNm
del exén 1 de la region Fc de IgA desde
el primer dia de edad.

e Los animales sanos presentan una ten-
dencia de expresion constante de ARNm
de IgA hasta la cuarta semana de edad,
con disminucion discreta en las sema-
nas subsiguientes, mientras que en los
cuadros entéricos la produccion de
ARNM de IgA siempre es superior a lo
expresado por los animales sanos.
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