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Expresion de los Genes de los Receptores TCRYo en la Mucosa
Yeyunal de Crias de Alpaca (Vicugna pacos)
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(Vicugna pacos)
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la expresion de genes del receptor TCRyd
(gamma y delta) en el epitelio yeyunal de 16 crias de alpaca aparentemente sanas, de 2 a
47 dias de edad, mediante la cuantificacion de ARN mensajero (ARNm) utilizando
cebadores especificos. Se tomaron porciones de yeyuno (2 cm de longitud). E1 ARNm
total de la mucosa de la porcion media del yeyuno actué como molde para la sintesis de
ADN complementario mediante transcripcion reversa (RT), seguida de un PCR-tiempo
real para la amplificacion y cuantificacion de los ARNm de los polipéptidos que confor-
man las cadenas gamma y delta del TCR. Se utilizé el método 24 para la cuantificacion
relativa de ARNm, teniendo como calibrador a dos crias neonatas que no habian consu-
mido calostro. Las crias de 1, 2, 3 y >4 semanas de edad expresaron el gen gamma en 4.75,
6.78,16.24y 103.11 veces lo expresado por los animales calibradores, respectivamente, y
el gen delta fue expresado en 9.43, 20.78, 25.08 y 146.46 veces, respectivamente. Los
resultados demuestran que los genes gamma y delta se expresan en forma creciente con
la edad, y significativamente a partir de la cuarta semana de edad (p<0.05), indicando que
los linfocitos Tyd se incrementan en la mucosa intestinal con la edad.
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TCRyS en la mucosa intestinal de crias de alpaca

The aim of this study was to determine the expression of TCRYd receptor genes
(gamma and delta) in the jejunal epithelium of 16 apparently healthy baby alpacas (2 to 47
days of age), by quantifying messenger RNA (mRNA) using specific primers. Jejunum
samples (2 cm long) were collected. Total mRNA of the medium portion of the jejunum
acted as template for complementary DNA synthesis by reverse transcription (RT),
followed by real-time PCR for the amplification and quantification of the mRNAs of the
polypeptides that make up the gamma and delta chains of the TCR. The 224 method was
used for the relative mRNA quantification, using as calibrator two neonatal alpacas that
had not consumed colostrum. The alpacas of 1, 2, 3 and >4 weeks of age expressed the
gamma gene at4.75, 6.78, 16.24 and 103.11 folds as expressed by the calibrator animals,
respectively, and the delta gene was expressed at 9.43, 20.78, 25.08, and 146.46 folds,
respectively. The results demonstrate that gamma and delta genes are increasingly
expressed with age, and significantly from the fourth week of age (p<0.05), indicating that

Tyd lymphocytes increase in the intestinal mucosa with age.
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INTRODUCCION

La alta mortalidad de crias de alpacas 'y
llamas en las comunidades y empresas
agropecuarias en la puna de la sierra perua-
na, a causa de enfermedades infecciosas
(FAO, 2005; Mamani et al., 2009), crea la
necesidad de tener un mayor y mejor conoci-
miento de la fisiopatologia de estas enferme-
dades.

Se han hecho importantes avances en
la identificacion de los agentes infecciosos y
se ha determinado la participacion de las bac-
terias Clostridium perfringens y E. coli, de
los rotavirus y coronavirus y de los parasitos
Eimeria spp y Cryptosporidium spp en los
complejos entéricos de las crias (Rojas et al.,
2016); sin embargo, existe escaso conocimien-
to de la respuesta inmune de la mucosa in-
testinal de las alpacas, sobre todo de las crias,
que permita comprender la participacion del
sistema inmune en el desarrollo de la
fisiopatologia de las enfermedades y los mé-
todos para tratarlas y prevenirlas. No obs-
tante, el tracto intestinal es una de las princi-
pales puertas de entrada para los
microorganismos patogenos y, a su vez, una
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de las superficies corporales donde tales
microorganismos se detectan y son combati-
dos (Tizard, 2002; More, 2013).

En la mucosa intestinal de otros anima-
les domésticos, como la vaca, se desarrollan
respuestas inmunes innatas de tipo celular que
incluyen linfocitos especializados, denomina-
dos Tyd (por su estructura de receptor de
linfocitos T [TCR]), que estan en mayor con-
centracion en esta area y cumplen un rol vi-
tal en la proteccion de las mucosas al actuar
como cé¢lulas efectoras y también
estimuladoras del sistema inmune adaptativo
(Haas et al., 1993). En los rumiantes, los
linfocitos Tyd también se encuentran en al-
tas concentraciones a nivel sanguineo y esa
concentracion es mayor cuando son jovenes.
Dichos linfocitos son necesarios para una
inmunorreaccion celular temprana en anima-
les cuyas inmunoglobulinas no atraviesan la
placenta (Guzman et al., 2014).

Los linfocitos presentes en la mucosa
intestinal son células estratégicamente loca-
lizadas, compuestas por células heterogéneas
que tienen un papel importante en la inmuni-
dad local. Estos linfocitos intraepiteliales (IEL)
y los que conforman la ldémina propia de
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linfocitos (LPL) ocupan anatémicamente dis-
tintos compartimentos y difieren
significativamente en el fenotipo, funcion y
morfologia. Los linfocitos IEL en ratones ex-
presan los receptores gamma delta junto al
CDS en su superficie a diferencia del timo y
sangre que son CD4"y CD8-(Croitoru et al.,
1990), mientras que en ovejas solo un 18%
de los linfocitos IEL fueron TRCyd y, de ellos,
el 54% fueron CD8" (Gyorfty et al., 1992),
indicando que existen diversas subpoblaciones
linfoides en la mucosa intestinal de los ani-
males.

En el presente trabajo se investiga la
expresion de los genes de los polipéptidos
gamma y delta que conforman el TCR de los
linfocitos en la mucosa intestinal de las crias
de alpacas, hipotetizando que la expresion de
los genes del TCRyd en la mucosa intestinal
de yeyuno de crias de alpaca se incrementa
en las primeras semanas de vida. En este
estudio, el objetivo principal fue determinar
la expresion de los genes codificadores del
TCRyS en la mucosa intestinal de yeyuno de
crias de alpacas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 16 crias de alpacas,
clinicamente sanas, de 2 a 47 dias de edad,
de variedad Suri y Huacaya, sin distincion de
sexo, provenientes del distrito de Marangani,
departamento de Cusco, Peri. Ademas, dos
crias que no consumieron calostro sirvieron
como puntos de referencia basales en el es-
tudio (calibradores). Los animales se criaron
en forma extensiva en pastos naturales sin
vacunaciones.

Se formaron cuatro grupos etarios con
cuatro animales por grupo: (I): 1-7 dias; (II):
8-14 dias; (II1): 15-21 dias: (IV): 21-47 dias
de edad.
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Muestras

Los animales fueron manejados bajo 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.
Para el sacrificio se empled 1.5 mg/kg de
xilacina (Rompun®) y 7.5 mg/kg de ketamina
(Vetalar®), via intramuscular, con una
sobredosis de 50 mg/kg, via endovenosa, de
pentobarbital sdédico (Halatal®). Inmediata-
mente después del sacrificio, se tomaron seg-
mentos de 2 cm de longitud por animal del
yeyuno; se lavaron con suero fisiologico es-
téril al 0.9% y se conservaron en nitrogeno
liquidoa-196 °C.

Expresion de TCRyd
Extraccion de ARN total

Se empled el método combinado de
«Trizol® Reagent» y el kit comercial
«PureLinkTM Micro-to-Midi System»
(Invitrogen, EEUU) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante.

Sintesis de ADN complementario (ADNc)

El ARN total extraido sirvio de base
para la sintesis de ADNc por transcripcion
reversa (RT-PCR) empleando el
termociclador Applied Biosystems® 2720 y
el kit comercial «SuperScript™ III First-
Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR»
(Invitrogen, EEUU), siguiendo las instruccio-
nes del fabricante.

PCR Tiempo real

El ADNc obtenido fue tomado como
templado para la reaccion de PCR en tiempo
real. Se realizo en el termociclador Applied
Biosystems® 7500 empleando el kit comer-
cial «SSYBR® GreenER™ qPCR SuperMix
Universal» siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se emplearon los cebadores di-
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senados por el programa Primer3Plus tenien-
do como secuencias el GenBank: IN172913.1
KF734 del gen gamma del TCR de Camelus
dromedarius y el GenBank: KF734083.1 del
gen delta del TCR de Vicugna pacos. Los
resultados fueron evaluados a través del Soft-
ware 7500 Fast Real-Time PCR Systems v.
2.0.1. Se obtuvieron los valores de ciclo um-
bral (Ct) y el valor de temperatura de diso-
ciacion (Tm) de cada uno de los productos.
Se hicieron tres repeticiones por muestra para
obtener los promedios de Ct y Tm de cada
muestra.

La cuantificacion relativa de la trans-
cripcion reversa de los genes del TCR, gamma
() y delta (0), se realizd con el método delta
delta Ct (244" (Livak y Schmittgen, 2001;
Pfaffl, 2001; Rebrikov y Trofimov, 2006).

Analisis Estadistico

Se utilizaron los resultados del método
delta delta Ct (2-24¢") de los genes del TCR,
gamma (3) y delta (&), por separado. En la
prueba de Shapiro-Wilk se detect6 ausencia
de distribucion normal, de alli que se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis, pudiéndose detec-
tar diferencia significativa entre algunos de
los grupos, en ambos genes. Para las dife-
rencias entre grupos se empled la prueba de
Kolmogorov-Smirnov de dos muestras (Steel
y Torrie, 1988). Los datos se procesaron
mediante el paquete estadistico STATA w.
14.0, y se establecio la significacion estadis-
tica en 5%.

RESULTADOS

Gen Gamma (y)
Expresion del gen

Los valores de Ct de las muestras se
encontraron entre 27.98 y 32.57. El andlisis
de la derivada de la curva de disociacion
mostro un producto mayor expresado por los
16 animales, cuyos valores de temperatura
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de disociacion (Tm) se encontraban entre
87.83 y 88.28 °C. A su vez, la curva mostro
un producto menor presentado por 10 anima-
les (62.5%), cuyos valores de Tm se encon-
traban entre 81.57 y 82.32 °C (Cuadro 1).

Cuantificacion relativa del gen

Empleando el método 24 y tomando
como punto de comparacion los niveles de
expresion de los calibradores, se demostro
que los niveles de expresion se incrementaron
con la edad, elevandose también la variabili-
dad de expresion del gen entre los animales
mayores de tres semanas de edad (Cuadro
2). Se encontro diferencia significativa en la
expresion del gen entre grupos etarios
(p<0.05).

Gen Delta (0)
Expresion del gen

Los valores de Ct de las muestras se
encontraron entre 18.04 y 21.98. El analisis
de la derivada de la curva de disociacion
mostro un producto unico expresado por cada
animal, cuyos valores de temperatura de di-
sociacion (Tm) se encontraban entre 77.55 y
77.99 °C (Cuadro 3).

Cuantificacion relativa del gen

Empleando el método 224y tomando
como punto de comparacion los niveles de
expresion de los calibradores, se demostro
que los niveles de expresion del gen se
incrementaron con la edad, elevandose tam-
bién la variabilidad de expresion del gen en-
tre los animales mayores de tres semanas de
edad (Cuadro 4). Existe diferencia significa-
tiva en la expresion del gen delta entre el grupo
etario 4 con los demas grupos etarios.

DIScUSION

Se cuantificaron los valores relativos de
expresion de ARNm de las cadenas gamma
() y delta () en la mucosa yeyunal de crias
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Cuadro 1. Valores del ciclo umbral (Ct) y de temperatura de disociacion (Tm) del gen gamma

Tm
S;I;;’ Muestra (]flcll:j) ( arcljlina) ( roduczl‘;gl mayor) (producto
& p y menor)
Calibrador 1  Neonato 33.30 88.2785 82.0163
Calibrador 2 Neonato 32.52 88.2785 82.3145
1 2 31.76 88.1294556 81.868103
2 3 31.59 88.2785339 82.1662598
3 5 32.57 88.1294556 81.7190247
4 2 31.76 88.1294556 82.1662598
5 8 31.89 87.9803772 82.1662598
6 8 31.24 88.1294556 82.3153381
7 10 31.63 88.1294556 81.868103
8 13 30.76 88.1294556 -
9 19 31.85 87.8312912 81.5699463
10 20 30.36 88.1294556 81.868103
3 11 21 29.32 87.9803772 -
12 20 30.36 87.9803772 81.868103
13 38 28.97 88.1294556 -
4 14 47 29.22 87.9803772 -
15 41 29.82 87.9803772 -
16 47 27.98 88.2785339 -
Cuadro 2. Cuantificacion relativa del gen gamma del TCR de crias de alpacas
Grupo Muestra Ec}ad 2-AnCt 2ot
etario (dias) (Prom D.E)
Calibrador 1 Neonato 0.67
Calibrador 2 Neonato 1.49 1.08:£0.6
1 2 5.83
2 3 4.86 .
1 3 p 2.46 475+ 1.6
4 2 5.83
5 8 4.34
6 8 6.44 b
8 13 9.57
9 19 9.30
10 20 21.70 b
12 20 21.70
13 38 103.29
14 47 30.48 .
4 15 41 45.04 103.11+£92.5
16 47 233.65

1024 Rev Inv Vet Perti 2017; 28(4): 1020-1028



TCRyS en la mucosa intestinal de crias de alpaca

Cuadro 3. Valores del ciclo umbral (Ct) y de temperatura de disociacion (Tm) del gen delta

Grupo Edad Ct
etario Muestra (dias) (delta) Tm

Calibrador 1 Neonato 23.47 77.8429489
Calibrador 2 Neonato 23.06 77.5536346
1 2 21.79 77.9920273
1 2 3 20.54 77.8429489
3 5 20.86 77.9920273
4 2 21.79 77.9920273
5 8 20.26 77.8429489
) 6 8 19.81 77.8429489
7 10 19.66 77.9920273
8 13 21.04 77.9920273
9 19 21.98 77.5536346
3 10 20 20.34 77.8508453
11 21 18.24 77.8429489

12 20 20.34 77.70224
13 38 18.04 77.9920273
4 14 47 18.89 77.6938705
15 41 20.11 77.8429489
16 47 18.29 77.9920273

Cuadro 4. Cuantificacion relativa del gen gamma del TCR de crias de alpacas

Grupo Edad AACH 2-60Ct
etario Muestra (dias) 2o (Prom+ D.E.)
Calibrador 1 Neonato 0.76 "
Calibrador 2 Neonato 1.31 1.04=0.4
1 2 7.32
2 3 12.8 a
1 3 5 1027 943+2.6
4 2 7.32
5 8 17.18
6 8 22.1 .
2 7 10 338 20.78 £ 10.0
8 13 10.03
9 19 10.82
10 20 28.23 .
3 1 21 33.05 25.08+9.8
12 20 28.23
13 38 251.32
14 47 46.23 b
4 15 41 4706 146.46 + 115.3
16 47 241.21
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de alpacas aparentemente sanas, utilizando
el gen de GAPDH como normalizador o con-
trol interno en el método 224 (Livak y
Schmittgen, 2001), uno de los genes mas usa-
dos por su poca variabilidad y su expresion
constante en distintos tipos celulares, y que
ha sido utilizado en el analisis de la expresion
relativa de péptidos antimicrobianos de la
mucosa intestinal de alpacas (More et al.,
2011; Siuce et al., 2015).

Los resultados muestran que, tanto los
genes del polipéptido gamma como los del
delta, incrementan su expresion con la edad
de las crias de alpaca; sin embargo, el gen
delta presenta una mayor expresion que el
gamma. La formacion del TCRy? se realiza
con la union de estos polipéptidos en el reti-
culo endoplasmico de los linfocitos T junto a
las proteinas que conforman el CD3 por ac-
cion de la glucosiltransferasa, realizando las
glicosilaciones de las proteinas y formando
enlaces disulfuros entre los polipéptidos, si-
milar a lo que ocurre en la formacion de los
TCRyS (Gardner y Kearse, 1999). Las pro-
porciones de expresion no son equivalentes,
apesar de que el TCR esta formado solo por
una cadena gamma y una cadena delta, lo
cual podria deberse a los mecanismos de
union de estas cadenas con otras proteinas
necesarias para su expresion, como son las
proteinas CD3, en donde existe proteinas que
se expresan y forman parten del complejo
TCR-CD3 y otras que solo participan en los
mecanismos de enlaces proteicos, pero no son
parte del complejo, como la proteina CD3
Omega (Neisig et al., 1993).

Al observar los valores del método 244
de ambos genes, pareceria que el gen gamma
se expresa menos que el gen delta, pero eso
puede ser porque en el caso del gen gamma
solo se esta cuantificando el producto de
mayor peso molecular. Los cebadores utili-
zados fueron de camello. Si se hubiera usado
cebadores especificos de camélido sudame-
ricano, quizas se hubiera conseguido valores
del gen gamma mas cercanos a los del gen
delta.
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En el gen gamma se evidenciaron dos
productos del PCR teniendo como molde ini-
cial a los ARN mensajeros del gen de la ca-
dena gamma del TCR. Cada animal que pre-
sentd dos productos mostrd doble tempera-
tura de disociacion (Tm). Fue asi que todos
los animales presentaron un producto con un
mayor Tm (88.12 °C), mientras que el 62.5%
mostraron un producto de menor Tm (82 °C),
indicando que el gen al ser traducido expresa
distintos ARN mensajeros. Esto es debido a
que estas poliproteinas tienen una region va-
riable que detecta a los distintos antigenos
(Couedel et al., 2004) y que en este caso
afectan a las alpacas. La seleccion negativa
que ocurre en el timo (Strominger, 1989) debe
también seleccionar algunos linfocitos que tie-
nen variaciones a nivel de la expresion de
regiones menos variables que pueden origi-
nar estos dos tipos de productos en el PCR.
Las temperaturas de disociacion entre un pro-
ducto y el otro tuvieron alta diferencia, evi-
denciando que existe gran variabilidad entre
ellos. Al analizar mediante el programa Blast
al gen gamma y sus respectivos cebadores,
se evidencio que el cebador «forward» se
complementa con una secuencia que inducia
la transcripcion de un mismo gen a partir de
dos puntos (nucledtidos) distintos (dato no
mostrado), lo que indicaria el motivo por lo
cual se obtuvo dos productos provenientes
de una misma secuencia génica.

Los productos de la cadena delta mos-
traron temperaturas de disociacion (Tm) si-
milares entre una muestra y otra, demostran-
do asi que se amplific6 el mismo producto.
Se demostro la efectividad del uso del gen de
GAPDH como gen calibrador ya que se de-
tectd en todas las crias en un nivel constante,
como se ha determinado en otras especies
(Kozera y Rapacz, 2013).

Observando los valores obtenidos con
el método 244 sobre el gen gamma, se vio
que la expresion de este gen fue aumentando
con la edad, siendo estadisticamente diferen-
te a partir de la cuarta semana. Esta tenden-
cia al incremento de la expresion de este gen
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es debido a la expansion clonal que debe es-
tar ocurriendo en el tejido linfoide asociado
en la mucosa intestinal al estar siendo coloni-
zada por la flora microbiana intestinal, ya que
estos linfocitos Tyd son altamente activos en
este lugar para reconocer a los antigenos y
actuar como una célula presentadora de
antigeno profesional (Brandes et al., 2005).
La unidn de los diversos antigenos produci-
dos en el intestino en continua colonizacion
de la flora microbiana induce a los linfocitos
TCRyd intraepiteliales a activar una respues-
ta, tanto celular como humoral, como se ha
observado en el incremento de produccion
de IgA en lamucosa intestinal de las crias de
alpacas clinicamente sanas (Dionisio et al.,
2014).

CONCLUSION

La expresion relativa de los genes
gamma y delta del receptor de linfocitos T en
yeyuno de crias de alpaca aumenta después
de la tercera semana de edad.
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