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RESUMEN

El objetivo del estudio fue comparar los niveles de expresion relativa del gen del
exon 1delalgAen el epitelio intestinal de las crias de alpacas tratadas y no tratadas con
antigenos de Clostridium perfringens mas acido holotransretinoico (ATRA) por via oral.
Se muestrearon 32 animales: 14 tratados (6 de 1 dia de edad y 8 entre 7y 14 dias de edad)
y 18 no tratados (10 de 1 dia de edad y 8 entre 7 y 14 dias de edad). Los animales fueron
sacrificados a la semana del tratamiento, se recolecté un segmento de 2 cm de yeyuno 'y
se almacend a -196 °C. De cada muestra se realizo la extraccion de ARN total con el
método de TRIZzol® y luego se realizo la técnica del RT PCR a tiempo real empleando
oligonucledtidos disefiados para la deteccion del exén 1 del gen de inmunoglobulina A
(IgA) de alpaca. La cuantificacién de la expresion relativa mediante normalizacion con
ARNmM del gen GAPDH Yy los calculos de la expresion relativa se realizaron utilizando el
método Ct comparativo (2-2¢t). Los resultados indicaron que la administracion de
antigenos de C. perfringens y ATRA ejerce un efecto inmunomodulador positivo sobre
la expresion de IgA en mucosa intestinal de crias de alpacas tratadas. Los animales
tratados de ambos grupos etarios presentaron mayor produccion de ARNm de IgA en
relacién a los animales controles (p<0.05).
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the relative expression levels of the gene from
exon 1 of the IgA in the intestinal epithelium of baby alpacas untreated and treated orally
with Clostridium perfringens antigens and all-trans retinoic acid (ATRA). Thirty two
animals were sampled: 14 treated (6 of 1 day old and 8 between 7-14 days old) and 18
untreated (10 of 1 day old and 8 between 7-14 days old). The animals were slaughtered
after one week of the treatment and 2 cm of the jejunum was collected and kept at -196 °C.
Total RNAwas extracted from each sample using the TRIzol® method and complementary
DNA (cDNA) was synthesized. PCR and RT-PCR Real Time were conducted using specific
oligonucleotides designed for the detection of exon 1 of the region Fc IgA in the alpaca.
The quantification of the relative expression by normalization with GAPDH gene mRNA
and the relative expression calculations were performed using the comparative Ct method
(2242, The results showed that the administration of C. perfringens antigens and ATRA
exerts positive immunomodulatory effect of IgA on the intestinal mucosa of treated baby
alpacas. Animals of both age groups showed higher IgA mRNA production with respect
the non-treated animals (p<0.05).

Keywords: South American camelids, Clostridium perfringens, immunoglobulin A,
retinoic acid, Real Time RT-PCR, relative quantification

INTRODUCCION

El Peru es el principal productor de
camélidos sudamericanos (CSA) del mundo
con méas de cinco millones de cabezas, te-
niéndose 3.6 millones de alpacas que repre-
sentan el 85% de la poblacion mundial
(MINAG, 2006). Las caracteristicas natura-
les propias de los CSA favorecen una crian-
za productiva y rentable en las zonas alto
andinas del Peru (Brenes et al., 2001). Sin
embargo, la mortalidad de las crias de alpacas
debido a enfermedades infecciosas causan-
tes de neumonias y diarreas son los principa-
les problemas sanitarios.

La enterotoxemia es una de las princi-
pales enfermedades infecciosas que afectan
a los CSA, causando mortalidades de hasta
70% en crias de alpacas de 2 a 3 semanas de
edad (Ramirez, 1991). La enterotoxemia es
causada por las toxinas del Clostridium
perfringens tipo Ay C (Moro, 1987). Ell tipo
A el de mayor importancia epidemioldgica
(Prehn et al., 1999), en tanto que los casos
de tipo D, principal patégeno de bovinos y
ovinos, solo se han registrado en camélidos
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criados en EEUU (Fowler, 1998). Las prin-
cipales toxinas presentes en la enterotexemias
de las crias de alpacas son la toxina alfa (Cp-
PLC), enterotoxina (CPE) y 2. La muerte
stbita del animal transcurre luego de un bre-
ve periodo clinico, donde ocurre una toxemia
focalizada a nivel del intestino delgado, pa-
sando a una toxemia generalizada que causa
lesiones del endotelio vascular y sistema ner-
vioso (Novoa y Florez, 1991).

No existe un producto farmacolégico
que contrarreste el efecto de las toxinas ge-
neradas por la bacteria; sin embargo, se em-
plean antibiéticos como un control paliativo
contra las diarreas secundarias para reducir
la diseminacion de bacterias oportunistas
(Ortiz, 1988). Asimismo, el cambio de los
animales a otros dormideros y canchas
(pastizales) puede ayudar a paliar la enfer-
medad una vez establecida la epizootia (Moro,
1987).

Hay experiencias preliminares en el uso
de vacunas anticlostridiales para reducir la
mortalidad neonatal en alpacas (Moro, 1987).
Los mejores resultados han sido con el uso
de vacunas (anacultivo) con cepas de C.
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perfringens tipos A, B, C y D, predominan-
temente de origen ovino, donde se pudo re-
ducir la mortalidad neonatal asociada a
enterotoxemia desde 19.5% en el afio 2000
a7.2,9.1y 1.0% para los afios 2001, 2002 y
2003, respectivamente (Yaya y Rosadio,
2005).

El 4cido retinoico es un compuesto de-
rivado de la vitamina A, que es producido a
nivel de la mucosa intestinal de los animales
(Blomhoff R y Blomhoff H, 2006) y es ne-
cesario para estimular a los linfocitos B pre-
sentes en los tejidos linfoides asociados a
mucosas. Junto con el factor de crecimiento
transformante 3 (TGFp), induce la prolifera-
cion de linfocitos B para producir inmuno-
globulina A (IgA) en estos tejidos (Maruya
etal., 2011).

En el presente estudio se evalud un pro-
grama de vacunacion anticlostridial utilizan-
do componentes bacterianos y antigénicos de
C. perfringens en conjunto con una isoforma
del &cido retinoico en crias de alpacas de dos
grupos etarios, cuantificando la expresion de
la IgA a través del método CT comparativo
(2-AACt)_

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la Vacuna
Aislado de antigenos proteicos

Los componentes antigénicos
clostridiales fueron obtenidos a partir del cul-
tivo de muestras intestinales tomadas de
alpacas que murieron con cuadros clinicos y
lesiones compatibles con enterotoxemia. Se
utilizé caldo tioglicolato a 37 °C por 72 h y,
luego, se sembré en agar sangre de cordero
al 5%, incubado a 37 °C por 48 h en
anaerobiosis (Anaerocult Gaspack). Los ais-
lados se identificaron mediante pruebas
bioquimicas. Para la precipitacion de los
antigenos clostridiales se empled acido
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tricloroacético (TCA) al 10% en concentra-
cion final (Brown et al., 1989). La medicion
de la concentracion de antigenos proteicos
se realiz6 mediante el fluorometro Qubit®
(Life Technologies, EEUU), siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Célculo de las dosis

La dosis de antigeno proteico (12.89 mg)
se calcul6 de acuerdo a concentraciones de
vacunas comerciales, determinadas median-
te el fluorémetro Qubit TM.

La dosis de &cido holotransretinoico
(ATRA) y dimetilsulfoxido (DMSO) fue ha-
llada a partir de una proporcion correspon-
diente a 5 mg ATRA por cada 1.664 ml de
DMSO. En esta relacion, el ATRA se satura
en DMSO vy permite su dilucion, el mismo
gue equivale a 10 mM de ATRA (Yu et al.,
2005). La dosis usada correspondi6 a 0.1 mM
de ATRA por cada kilogramo de peso vivo
en un volumen final de 5 ml. La vacuna fa-
bricada se conservo en refrigeracion hasta
Su uso.

Protocolo Experimental

Se utilizaron crias de alpacas de un re-
bafio criado sobre pastos naturales en
Marangani, Cusco, Peru, sin tener en consi-
deracion el sexo o peso. Los animales fueron
organizados en dos grupos (A'y B) y recibie-
ron la vacuna por via oral (VO), segin se
muestra en el Cuadro 1. La vacunacion se
realizé en el mismo lugar de crianza durante
la temporada de lluvias. El nimero de anima-
les utilizados en el experimento se determind
con base a la disponibilidad de crias en el re-
bafio. El tratamiento se impartié en dos tiem-
pos: la primera dosis se hizo de acuerdo al
grupo etario correspondiente y la segunda
dosis a la semana posterior. Los animales
fueron sacrificados una semana posterior a
la segunda dosis (Grupo A a los 14 dias y
Grupo B entre 21 y 28 dias de edad). Los
animales de los grupos control fueron sacrifi-
cados a las mismas edades que los tratados.
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Cuadro 1. Distribucién de los animales segln programa de vacunacién anticlostridial

Grupo etario o Animales
Grupos (en dias) Condicion (N.°)

Tratados! 6

A 1
No Tratados 10
Tratados

B 7-14
No Tratados

Total 32

! Antigenos de Clostridium perfringens mas acido holotransretinoico

El manejo y posterior sacrificio de los
animales estuvieron sujetos a los principios
directrices internacionales para la investiga-
cion biomédica que implique el uso de anima-
les (CIOMS, 2012). Para el sacrificio de los
animales se utiliz6 un protocolo basado en 1.5
mg/kg de xilacina (Rompun®) y 7.5 mg/kg
de ketamina (Vetalar®) i.m. (Urquieta et al.,
1992), seguido por una sobredosis de 50 mg/
kg e.v. de pentobarbital sddico (Halatal®).

Se tomaron muestras de yeyuno (2 cm),
se depositaron en crioviales y se almacena-
ron en nitrégeno liquido (-196 °C).

Cuantificacion Relativa de IgA
Extraccion de RNA mensajeros totales

Se empled TRIzol® LS Reagent
(Invitrogen) de acuerdo a las especificacio-
nes del fabricante. EIl producto final fue
reconstituido en 70 ul de agua ultrapura. Las
muestras fueron conservadas a -70 °C para
su posterior uso en la sintesis de ADN com-
plementario (CDNA).

Sintesis de ADN complementario (cDNA)

Se utiliz6 el kit DyNAmoTM SYBR
Green 2-step qRT-PCR (Thermo Fisher
Scientific, EEUU), siguiendo las especifica-
ciones del fabricante. Se adicionaron
alicuotas de 2 pl de ARN total extraido por
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muestra a 18 pl del master mix preparado
previamente. El protocolo del Termociclador
Thermal Cycler PTC-200 Chromo 4 (MJ
Research, EEUU) para la sintesis de cDNA
fue: 25°C por 10 min, 37 °C por 30 min, 85°C
por 5 min'y, finalmente, 4 °C hasta enfriar la
muestra. El producto fue conservado a -70 °C
para su posterior uso en el RT PCR Tiempo
Real.

Seleccion de oligonucledtidos de IgA y
GAPDH

La amplificacion de un segmento de
ARN mensajero del Exon 1 de IgA se realizo
empleando los oligonucle6tidos disefiados
por el programa Primer3 Output
(www.primer3.com), a partir de la secuen-
cia publicada en el Banco de Genes
(GenBank), para la linea germinal de alpaca
(AM773729.1). Del mismo modo, se utiliz6
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 (Dionisio, 2012).

Se utilizaron oligonucle6tidos especifi-
cos para el gen GAPDH (gliceraldehido 3 -
fosfato deshidrogenasa) (Patil et al., 2004)
usado como control enddgeno (Cuadro 2).
Realizado el analisis BLAST, los
oligonucledtidos disefiados permitieron iden-
tificar parte de un producto de 309 nucleétidos
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Cuadro 2. Secuencia de oligonucledtidos del Ex6n 1 de la IgA y GAPDH
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)

Gen Longitud T
(pb) Secuencia hibridacién
F- 5 AACGTGTCCGTCATGGACTT 3° ;
lg A 164 R.5 GGTAGTTGGGCATGTTGATC3  004°C
F:5 GTGAAGGTCGGAGTGAACG 3’ .
GAPDH 356 .o GAGATGATGACCCTCTTGGC 3 000°C

del locus IgH en la 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 (Sus scrofa).

PCR Tiempo Real

Mediante la técnica RT-PCR Tiempo
Real se identifico al gen GAPDH
(housekeeping gene), el cual sirvié de control
interno y para realizar la cuantificacion rela-
tiva por el método Thermo Fisher Scientific
(EEUU), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se tomaron 18 pl del master mix
preparado previamente y se agreg6 2 ul del
producto de la sintesis de cDNA. El protoco-
lo para el termociclador consistio en: 95 °C
por 15 min, 94 °C por 10 min, 55 °C por 30
min, 72 °C por 30 min, y repeticion por 40
veces a partir del segundo paso. Los resulta-
dos de la amplificacién fueron determinados
segun la curva de amplificacion (Cts) de los
productos y la temperatura de disociacién
(Tm) de los mismos. El software empleado
fue el Opticon Monitor 2 v. 2.03.

REsuLTADOS

La prueba de RT PCR tiempo real de-
termind la presencia de los RNA mensajeros
del exdn 1 de la inmunoglobulina A en todos
los animales (controles y vacunados). Los
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productos obtenidos tuvieron una temperatu-
ra de disociacion alrededor de 85.7 °C (Fig.
1). Asimismo, se determiné que los animales
vacunados presentan una mayor expresion
del gen de la inmunoglobulina Aen la mucosa
del yeyuno que los controles no vacunados.
El analisis de cuantificacion relativa eviden-
ci6 una mediana de 9020.6 + 21.2 unidades
(teniendo la expresion del exon 1 de la IgA
del calibrador, animal recién nacido, como la
unidad) para los animales tratados y de 55.3
+ 12.8 unidades para los no tratados. En el
analisis estadistico se encontr¢ diferencia sig-
nificativa entre grupos (p=0.0120) (Fig. 2).

En el andlisis de cuantificacion relativa
dentro de grupos etarios, se obtuvo una me-
diana de 9182.8 unidades para los animales
tratados y de 1193.38 unidades para los no
tratados de un dia de edad, con rangos de
11,5y 6.7 para tratados y no tratados, res-
pectivamente, mostrando una diferencia sig-
nificativa (p=0.0499). En forma similar, se
obtuvo una mediana de 4533.3 unidades para
los animales tratados y de 6.3 unidades para
los no tratados entre 7 y 14 dias de edad
(p=0.0115), con rangos de 11.5 y 5.5 para
tratados y no tratados, respectivamente (Fig.
3). Este resultado determina que los anima-
les vacunados desde el primer dia de edad
recibieron un estimulo suficiente para inducir
una alta produccién de inmunoglobulina Aen
la mucosa yeyunal de las crias de las alpacas.
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Figura 1. Analisis de temperatura de disociacion (Tm) mediante RT-PCR Tiempo Real. Se evi-
dencia la superposicion de las curvas con un Tm de 85.7 °C

10,000

Nivel de expresion
5,000

Tratados

No Tratados

Figura 2. Expresion relativa de ARNm de Ig A en mucosa intestinal de crias de alpacas tratadas
(antigenos de Clostridium perfringens mas ATRA) y no tratadas

Discusion

El estudio permiti6 determinar el aumen-
to de expresion relativa del exén 1 de la IgA
en mucosa intestinal de crias de alpacas tra-
tadas con respecto a sus controles. La Tm
de los productos de la RT PCR tiempo real
fue similar a la encontrada en un estudio de
cinética de expresion de la IgA en crias de
alpacas clinicamente sanas (Dionisio, 2012).
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Se comprueba el rol que desempefiaria
ATRA como inmunomodulador positivo ha-
llado en otros estudios con animales de labo-
ratorio (Kang et al., 2007; Ma y Ross, 2009).
Los resultados muestran una mayor expre-
sion del exdn 1 de la IgA en animales trata-
dos con respecto a los controles. Estos resul-
tados estarian correlacionados con estudios
en ratones con dietas basales en vitamina A,
presentando alteraciones de sefializacion de
TGF-B1 por descenso en su expresion, asi

Rev Inv Vet Perd2015; 26(4): 689-697
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Figura 3. Expresion relativa de ARNm de Ig Aen mucosa intestinal de crias de alpacas tratadas
(antigenos de Clostridium perfringens mas ATRA) y no tratadas, segiin grupo etario

como de su receptor celular, lo que alteraria
el cambio de clase hacia IgA (Ca/la)
(Borsutzky et al., 2004; Cerutti, 2008).

El uso del ATRA en la preparacion del
inmundgeno en estudio permiti6 estimular la
expresion del gen IgA en la mucosa intesti-
nal. Se ha demostrado en ratones que el &aci-
do retinoico (obtenido del metabolismo de la
vitamina A a nivel de la mucosa intestinal)
estimula la expresion de los receptores homing
(adB7 y ccr9) en las células T, los que se
unen a sus ligandos (MadCAM-1y CCL25)
expresados por las vénulas poscapilares del
intestino, esenciales para direccionar el trafi-
co linfocitario hacia la mucosa intestinal. Esto
permitiria un mayor namero de linfocitos T
capaces de estimular a los linfocitos B,
incrementando la produccion y secrecion de
IgA hacia el lumen intestinal. Ademas, facili-
taria una retroalimentacién positiva para la
presentacion antigénica por células presen-
tadoras de antigenos a una poblacion de
linfocitos B renovada, beneficiando a su vez
la expresion contra dichos antigenos en otras
mucosas (Ross, 1992; Elias et al., 2008).
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La mayor expresion del exén 1 de la
IgA en los animales tratados de 1 dia de edad
en relacion con los controles seria por la pre-
sencia de un lumen intestinal menos expues-
to a factores y eventos que afectarian la efi-
ciente presentacion y absorcion de la vacu-
na, al tener mayor superficie de contacto y
mejor captacion antigénica por la células M
(Fig. 3). Por otro lado, la mayor expresion
encontrada en el grupo etario B podria de-
berse al mejor desarrollo de los componentes
del GALT para su mejor captacion y presen-
tacion antigénica.

El desarrollo de una mejor respuesta
Th2, caracteristico en condiciones de presen-
tacion antigénica bacteriana y parasitaria,
donde el perfil de citoquinas se enmarca con
mayor produccion de IL-4 e IL-10, e
inhibiendo las citoquinas INFy y FNTa,
desenlaza en una respuesta inmunitaria hu-
moral a nivel de mucosas representada con
la mayor produccion de IgA. Sin embargo,
estudios previos reportan el perfil Thl como
dominante en mucosa intestinal de crias de
alpacas, lo que estaria supeditado a un traba-
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jo retrospectivo, donde las condiciones, tiem-
poy tipo de infeccidn serian ajenas al control
del investigador (Chiok, 2012).

Por otro lado, para mantener un ambiente
luminal éptimo y preparado para enfrentar a
noxas, es imprescindible que las respuestas
tipo Thl y Th2 se orquesten para ejecutar la
mejor respuesta inmunitaria acorde al tipo
antigénico (Yu et al., 2005). En tal sentido, el
DMSO ha sido probado en ratones donde ju-
garia un papel adyuvante administrado junto
con antigenos proteicos, surcando una res-
puesta Thl, evidenciada por la produccion de
IL6 Y FNT-a (Xing y Remick, 2005).

La metodologia experimental disefiada
para el presente estudio enmarca los resulta-
dos en un protocolo donde la administracion
de ATRA y antigenos de C. perfringens se
hizo en forma conjunta, no permitiendo eva-
luar el efecto por separado de cada compo-
nente. Sin embargo, en otros estudios se ha
comprobado la capacidad de ATRA para
modular eventos que desarrollarian la mayor
expresion de IgA en mucosa (Chen et al.,
2011). Por otro lado, el uso de antigenos de
C. perfringens totales, que incluyen
antigenos somaticos y exotoxinas, canaliza-
ria mejor la produccion de distintos tipos de
IgA especificas para los distintos antigenos
clostridiales para una eficiente proteccion.
Preparaciones combinadas de antigeno so-
matico bacteriano y el antigeno de la toxina
de Vibrio cholerae se han reportado para
actuar de forma sinérgica en la estimulacion
de la inmunidad en animales de laboratorio,
determinando que el efecto protector combi-
nado esta mas cerca del producto que de la
suma de los efectos individuales de protec-
cion (Svennerholm y Holmgren, 1976).

CONCLUSIONES

La administracion conjunta de ATRA
(0.067Ul/kg) y antigenos de Clostridium
perfringens (12.89 mg) eleva los niveles de
Ig Aen mucosa intestinal de crias de alpacas.
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