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Efecto del acido retinoico sobre la expresion del receptor CCR9
y laintegrina alfa 4 beta 7 en leucocitos sanguineos de alpacas
(Vicugna pacos)
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RESUMEN

Las células T efectoras (CD4+ y CD8+) y de memoria pueden migrar a la mayoria de
los tejidos extra-linfoides en el cuerpo, pero requieren la expresion de receptores de
alojamiento (homing) especificos en las células T, la integrina 047 y el receptor de
quimiocina CCRO. Los linfocitos circulantes CD4+ o CD8+ carecen de receptores CCR9
y 04f7; sin embargo, expresan este tipo de receptores al alcanzar la mucosa intestinal. El
objetivo del estudio fue determinar el efecto del acido retinoico sobre la expresion de los
receptores CCR9 y la integrina a4f37 en linfocitos sanguineos de alpacas (Vicugna pacos).
Se realiz6 un andlisis in vitro de muestra de sangre circulante de alpaca. Los leucocitos
obtenidos se colocaron en placas de cultivo celular en medio esencial minimo (MEM)
suplementados e inoculados con acido retinoico a concentraciones de 10, 50 y 100 ig/ml
disuelto en DMSO. Se empled un control a base de suero fisiologico. Las placas de
cultivo celular fueron incubadas por 12, 24 y 48 ha 37 °C con CO, al 5%. Se realiz las
PCR en Tiempo Real de los ARNm del receptor CCR9 y la integrina 047 y la cuantificacion
relativa con el método 244, Las maximas expresiones para CCR9 se dieron a las 48 h para
las concentraciones de 10 y 100 pg/ml de acido retinoico y DMSO, y a las 24 h para la
concentracion de 50 pg/ml. El control presentd expresiones mucho mas elevadas en
comparacion con las dosis de acido retinoico y DMSO. No hubo expresion para la
integrina o437.
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Effector T cells (CD4+ and CD8+) and memory cells can migrate to most extra lymphoid
tissues in the body, but require the expression of specific homing receptors in T cells,
04p7 integrin and receptor chemokine CCR9. CD4+ or CD8+ circulating lymphocytes lack
CCRY and a4P7 receptors; however, these receptors are expressed upon reaching the
intestinal mucosa. The aim of the study was to determine the effect of retinoic acid on the
expression of CCRO receptors and a4p7 integrin on alpaca lymphocytes (Vicugna pacos).
An in vitro analysis of circulating alpaca blood sample was performed. The obtained
leukocytes were placed in cell culture plates in minimal essential medium (MEM)
supplemented with retinoic acid at concentrations of 10, 50 and 100 ig/ml dissolved in
DMSO. A control based on physiological serum was used. Cell culture plates were
incubated for 12,24 and 48 hat 37 °C with 5% CO,. Real-time PCR of the CCR9 receptor
mRNA and 047 integrin and relative quantification with the 2-44“* method were performed.
The maximum expressions for CCR9 were given at 48 h for concentrations of 10 and 100
pg/ml of retinoic acid and DMSO, and at 24 h for the concentration of 50 pg/ml. The
control had much higher expressions compared to the doses of retinoic acid and DMSO.
There was no expression for the a4f7 integrin.
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INTRODUCCION

Una de las principales limitantes para el
buen desarrollo y crianza de la alpaca son los
problemas entéricos de origen infeccioso que
reducen la eficiencia productiva y que gene-
ran grandes pérdidas econdmicas a los cria-
dores. Estos problemas entéricos son con-
trolados por la inmunidad de la mucosa intes-
tinal; sin embargo, es poco lo que se conoce
sobre el desarrollo y establecimiento de la
respuesta inmune de mucosas en alpacas y
la manera que se puede incrementar esta res-
puesta.

Los linfocitos T que se dirigen al intesti-
no expresan a4fB7 y CCRY. Este mecanismo
permite a las células migrar especificamente
a sitios mucosos (gut homing). Esta migra-
cion de células hacia el intestino es
influenciada por el receptor de quimiocina
CCR9 y su ligando CCL25, expresado en el
epitelio intestinal. El rodamiento de linfocitos
en el endotelio intestinal esta mediado por la
integrina 4447 expresada en linfocitos T y B
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de la lamina propia del tracto intestinal y su
interaccion con la molécula 1 de adhesion
celular adhesina vascular mucosa
(MAdCAM1), expresada en células
endoteliales (Cassani ef al., 2011). El acido
retinoico, compuesto derivado de la vitamina
A producido a nivel de la mucosa intestinal,
promueve la expresion de 047 y CCR9 en
linfocitos T provocando su activacion y mar-
cacion con el tropismo intestinal (Iwata et al.,
2004).

El 4cido retinoico regula las respuestas
inmunes intestinales a través de acciones
inmunomoduladoras sobre las células intesti-
nales dendriticas (DCs) y linfocitos. Zeng et
al. (2013) mostraron que el AR también con-
trola la generacion de precursores de DC
migratorias intestinales, denominadas DCs
pre-mucosales (pre-uDCs). Estas expresan
el receptor intestinal a4p7 y se alojan prefe-
rentemente en el intestino. Se desarrollan en
la médula 6sea, pueden diferenciarse en cé-
lulas dendriticas plasmacitoides CCR9+, asi
como en CDs convencionales, pero prefe-
rentemente dan lugar a CDs intestinales
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CD103+. La generacion de pre-uDCs in vivo
en la médula 6sea o in vitro esta regulada
por la sefalizacion de acido retinoico con su
receptor RARa. La frecuencia de pre-u-DCs
se reduce en animales con avitaminosis A'y
en animales tratados con inhibidores de RAR
(Zeng et al., 2013).

El 4cido retinoico regula directa e indi-
rectamente la actividad de células T inclu-
yendo la apoptosis inducida por activacion y
el desarrollo de linfocitos Th1l y Th2 (Iwata
etal.,2004). E1ATRA, o acido retinoico all-
trans, es un regulador transcripcional de cé-
lulas troncales hematopoyéticas al promover
la retencion de las mismas en cultivos celu-
lares (Purton et al., 2000; Leung y Verfaillie,
2005). Se ha visto que el nimero de células
madre hematopoyéticas fue bajo en ratones
tratados con receptor de 4cido retinoico
(RAR) y gen RARA, mientras que los pro-
genitores hematopoyéticos se incrementaron
anormalmente (Purton et al., 2006). Algu-
nos genes regulados por retinoides son c-myc,
stra-13, hoxb4 y notch 1, todos relacionados
a la hematopoyesis (Collins, 2002; Purton et
al.,2006).

La presencia de acido retinoico ha sido
asociada al alojamiento u soming de linfocitos
T y B en el intestino delgado (Kim, 2008).
Los linfocitos T CD4 memoria y CD8 y
linfocitos B secretores de IgA que se dirigen
al intestino expresan la integrina a4f7, que
se une a la molécula 1 de adhesion celular
adhesina vascular mucosa (MAdCAM]1) ex-
presada en células endoteliales, y el receptor
de quimiocina CCR9, que se une a su ligan-
do CCL25 expresado en el epitelio intestinal
(Cassani et al., 2011). De esta manera, el
AR promueve la expresion de a4p7 y CCR9
en linfocitos T favoreciendo el tropismo in-
testinal.

Se ha demostrado que el acido retinoico
en conjuncion con TGF-f, promueve la con-
version de células T nativas en células T
reguladoras (Treg) Foxp3+, lo que evidencia
la produccion de células Treg periféricas en
condiciones normales (Coombes et al., 2007;
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Elias ez al., 2008). Por tanto, el &cido retinoico
es considerado una sefial reguladora clave
en la induccion de la tolerancia inmune intes-
tinal (Wang et al., 2010) al estimular la pro-
duccién de TGF- (Maynard et al., 2009) y
favorecer la generacion de células Treg por
células dendriticas (Sun et al., 2007). Es im-
portante recalcar que existen dos tipos de
células Treg: las naturales, generadas a nivel
timico, y las inducidas, generadas a partir de
células T nativas en diferentes zonas del or-
ganismo, principalmente en el tracto intesti-
nal (Housley et al., 2009).

El presente estudio in vitro tuvo como
objetivo evaluar el efecto del acido retinoico
como inmunoestimulante, cuantificando rela-
tivamente la expresion de CCR9 y 047 de
linfocitos a través de la prueba molecular de
lareaccion en cadena de la polimerasa a tiem-
po real (RT-PCR) para determinar indirecta-
mente su accidn sobre el establecimiento
linfoide a nivel intestinal. Este estudio brinda
una vision de una nueva estrategia de control
de las enfermedades entéricas para disefar
vacunas que permitan reducir infecciones en
el tracto intestinal.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Muestras

Se utilizé sangre entera periférica (10
ml) de cinco alpacas adultas del Laboratorio
de Quimica, Bioquimica y Nutricion Animal
y el estudio de la expresion génica de CCR9
y 047 se realizo en las instalaciones del La-
boratorio de Inmunologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria (FMV) de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM) (Lima, Pert).

Las muestras de sangre fueron colec-
tadas en tubos tipo vacutainer con EDTA,
por puncién de la vena yugular. Los tubos
fueron centrifugados a 2000 g por Sminy la
parte celular fue vertida a cuatro tubos Falcon
conteniendo (1.5 por tubo). Luego se vertio
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12.5 ml de solucion de lisis de eritrocitos (clo-
ruro de amonio) en cada tubo completando a
14 ml de solucion total. Todos los tubos fue-
ron agitados manualmente por 5 min y
centrifugados a 1800 g por 5 min. Se elimind
el sobrenadante y el pellet celular se lavo con
suero fisiologico. Finalmente, los tubos fue-
ron centrifugados dos veces a 1800 g por 5
min.

Cultivo Celular

Los leucocitos obtenidos fueron disuel-
tos en medio de cultivo RPMI en una con-
centracion de 500 000 células por mililitro de
medio y cultivados en una placa de cultivo
celular de 24 pocillos. Se coloco 1 ml en cada
pocilloy se agreg6 100 ul de ATRA en diver-
sas diluciones para obtener concentraciones
de 10, 50 y 100 pug/ml de ATRA en cada co-
lumna de la placa, cada una con tres repeti-
ciones. Los controles consistieron en células
sin aditivos y células con DMSO, ambas con
tres repeticiones cada una. El medio de culti-
vo celular RPMI fue suplementado con 10%
de suero fetal bovino (GIBCO) y penicilina
1% (Sigma Aldrich).

Las placas fueron incubadas a 37 °C
por 12, 24 y 48 h. La primera cosecha de
todo el pocillo se hizo a las 0 h y luego a las
12, 24 y 48 h. El total del medio cosechado
fue congelado a -70 °C en viales, hasta su
uso para la extraccion de ARN total.

Extraccion de ARN Total

Se tomo 1 ml de cada uno de los poci-
llos para la extraccion de los ARN totales.
Se empleo el reactivo TRIZOL® (Invitrogen,
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. E1 ARN total fue precipitado con al-
cohol isopropilico frio, centrifugado e inme-
diatamente lavado con etanol frio al 70%.
Finalmente, el ARN total fue resuspendido
en 60 pl de agua libre de nucleasas y almace-
nado a 0 °C hasta su uso en el RT-PCR.
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Sintesis de ADN Complementario por
Transcripcion Inversa (RT)

El ARN obtenido de cada pocillo fue
tomado como templado para la sintesis de
ADNc, empleandose el kit ‘SYBR®
GreenER™ Two-Step qRT-PCR Kit Univer-
sal’ (Invitrogen, EEUU), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El volumen final para
la Transcripcion Reversa (RT) fue de 20 pl
por reaccion/muestra, compuesta por 18 ul
del master mix (2x RT reaction mix 10 pul x n,
RT enzyme mix 1 pl x n, hexameros al azar 1 pl
x n, H20 6 pl x n (n=ntimero de muestras a
trabajar) mas 2 pul de ARN templado de cada
una de las muestras en los tubos correspon-
dientes.

Las muestras se llevaron al
termociclador ABI7500 (Life Technologies,
EEUU) programado con el siguiente proto-
colo: 25 °C por 10 min, 50 °C por 30 min, 85 °C
por 5 min. Seguidamente, las muestras fue-
ron conservadas en hielo por 5 min, se adi-
cion6o 1 pl de ARNasa H (RNAse H) y se
incubaron a 37 °C por 20 min. E1 ADNc ob-
tenido fue congelado a -70 °C hasta su uso
en la reaccion de PCR Tiempo Real.

PCR Tiempo Real

Los oligonucledétidos empleados fueron
disefiados en el Laboratorio de Inmunologia
(FMV-UNMSM) con base de los genes dis-
ponibles en el GenBank. Se muestran en el
Cuadro 1.

Se empled el ADNc de cada una de las
muestras como templado para la reaccion de
PCR con el kit ‘SuperScript™ III First-Strand
Synthesis SuperMix for qRT-PCR’
(Invitrogen, EEUU), siguiendo las recomen-
daciones del fabricante. Los oligonucleotidos
fueron diluidos a 10 uM en agua libre de
nucleasas como solucion de trabajo, colocan-
do el volumen adecuado para obtener una
concentracion final en la reaccion de 0.2 uM
en todos los casos. La mezcla de reaccion
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Cuadro 1. Oligonucleotidos empleados en la RT-PCR tiempo real

Gen Prod Secuencia (5'-3") Longitud Tm  GC%
(bp)

GAPDH 201 F ATC ACT GCC ACC CAG AAG AC 20 60.12 55
R GCA CGT CAG ATC CAC AAC AG 20 60.32 55
CCR9 221 F GGA AGC CTG AAG CTG TCA TC 20 60.00 55
R TCA CTC CTT CTC CCT CTC CA 20 60.00 55
Alphad 200 F TTCGGT CTG ATT CTG CTG TG 20 60.00 50
R TGTCTT TCG GTT CAC ATC CA 20 60.14 45
Beta7 214 F AAA CAT CCA GCC CAT CTT TG 20 60.08 45
R TCTTCT CAG GAT CCC CAC AC 20 60.25 55

fue de 20 pl final (12.5 ul Sybr green super
mix, 0.5 ul primer forward [10 uM], 0.5 ul
primer reverse [10 uM], 0.5 ul ROX [1:10],
9.0 ul agua libre de nucleasas, 2.0 ul cDNA)
Se utilizé el termociclador ABI7500 (Life
Technologies, EEUU) programado, segun el
siguiente protocolo: 50 °C por 2 min, 95 °C
por 10 min; 50 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C
por 60 s. Al final de cada ciclo se realizo6 la
medicion de la densidad optica de la placa.
Posteriormente se programo la obtencion de
la temperatura de disociacion del producto
de en el rango de 65-95 °C cada 0.3 °C, 30
s. Los resultados fueron observados y anali-
zados utilizando el software ABI 7500 2.0.6
(Life Technologies, EEUU).

Analisis de la Expresion de Genes

Se empled la técnica 244 como técni-
ca de cuantificacion de la expresion relativa
de genes detectables a través de RT-PCR
Tiempo Real (Livak y Smittdgen, 2001). El
método se basa en el analisis comparativo de
los ciclos ciclo umbral (Ct) de las muestras a
estudiar con el Ct del calibrador (células a
las 0 horas sin ningtin aditivo). Tanto el Ct de
los tratamientos como el del calibrador se
comparan con el Ct de un control endogeno.
Como gen endogeno para la normalizacion
de la cuantificacion relativa se utiliz6 el gen
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de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH).

Analisis Estadistico

Para evaluar las diferencias entre gru-
pos se calculd el intervalo de confianza al 95%
y los intervalos se emplearon para evaluar
las diferencias entre los grupos.

RESULTADOS

Expresion y Cuantificacion Relativa de
CCRY

La expresion del gen de CCR9 muestra
un patrén de crecimiento progresivo que se
manifiesta por las curvas de amplificacion (Ct)
en un rango de 29 a 39 (Figura 1). Los pro-
ductos amplificados tuvieron valores de Tm
entre 81.7 y 82.3 (Figura 2), demostrando la
amplificacion de un producto Unico y especi-
fico. Todos los tratamientos presentaron ni-
veles detectables de ARNm de este gen.

En la Figura 3 se observa que las con-
centraciones de 10 y 100 pugy leucocitos con
DMSO muestran una cinética similar aumen-
tando progresivamente con el paso del tiem-
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Figura 1. Curva de amplificacion (Ct) del gen CCR9 en leucocitos de alpaca. Se observa la
linea de corte (threshold). El eje X es el nimero de ciclo de PCR y el eje Y es el nivel
de fluorescencia obtenido después de cada ciclo de amplificacion. Cada linea en la
curva de color representa una muestra analizada (tres repeticiones por muestra) (n=60).
El color de la linea representa la fila de la placa de pocillos a la cual pertenece cada
muestra. Se observa que las muestras alcanzan el valor umbral entre los 29 a 39 ciclos

del PCR (rango de valores de Cts)

Melt Curve

Derivative Reperter (=)

Tempersture ("C)

Figura 2. Representacion de las curvas de
disociacion (Tm) de los productos amplifica-
dos con el set de oligonucleotidos para el gen
CCR9 en leucocitos sanguineos de alpaca.
Los valores de Tm oscilaron entre 81.7 y
82.3°C

po, mientras que el control y la concentra-
cion de 50 ug aumentan su expresion hasta
las 24 h para descender a las 48 h. En sinte-
sis, las dosis utilizadas aumentaron su expre-
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sion hasta las 48 h, tiempo que durd el estu-
dio (excepto el control y la concentracion de
50ig).

En el Cuadro 2 se presenta la cuanti-
ficacion relativa del gen de CCRY. Se deter-
mino6 que todos los tratamientos con acido
retinoico incrementan la expresion del gen de
CCR9, asi como el tratamiento con solo
DMSO. Las maximas expresiones se dieron
a las 48 h para las concentraciones de 10 y
100 pg/ml de acido retinoico (105.19 y 86.0
veces con respecto al calibrador, respectiva-
mente) y DMSO (99.18 veces con respecto
al calibrador), y a las 24 horas para la con-
centracion de 50 pg/ml de acido retinoico
(62.5 veces con respecto al calibrador) y el
control de leucocitos (106.26 veces con res-
pecto al calibrador).

Expresion y Cuantificacion Relativa de
las Cadenas Polipeptidicas o4 y p7

El gen de la cadena o4 de la integrina

047 solo se incremento en una exposicion a
los 10 min de acido retinoico (hora 0 en este
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Figura 3. Expresion relativa del gen CCRO. Las lineas representan la cinética de la expresion del
gen CCRY alas 0, 12, 24 y 48 h en leucocitos de alpaca estimulados con diferentes
concentraciones de acido retinoico

Cuadro 2. Niveles relativos de expresion del gen CCR9 (promedio + desviacion estandar) en
leucocitos cultivados in vitro y tratados con DMSO y DMSO + acido retinoico en
varias concentraciones (se considero el calibrador leucocitos a las 0 horas)

0 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Leucocitos 1 77.2+65.7 106.3 £93.6 31.5+14.8
Leuc + 10 pug/ml 38.4+15.2 70.4 £ 8.6 749+ 6.5 105.2+£48.9
Leuc +50 pg/ml 11.7+£2.7 494 +28.2 62.5+12.3 16.6 + 8.2
Leuc + 100 pg/ml 50.7+£27.9 783+6.8 69.5+£33.0 86.0 £20.3
Leuc + DMSO 50.2 +£25.5 84.6 £0.1 557+ 84 99.2 +£40.3

Cuadro 3. Niveles relativos de expresion del gen 04 (promedio + desviacion estandar) en
leucocitos cultivados in vitro y tratados con DMSO y DMSO + 4cido retinoico en
varias concentraciones (se considero el calibrador leucocitos a las 0 horas)

0 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Leucocitos 1 0.33 0.11 0.04
Leuc + 10 pg/ml 155+1.0 0 0.01 0.03
Leuc +50 pg/ml 142.7+0.8 0 0.03 0.02
Leuc + 100 pg/ml 325.7+04 0.01 0.01 0.04
Leuc + DMSO 1253+ 1.1 0 0.01 0.13
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trabajo), luego de las cuales no se observa la
expresion. El incremento es dependiente de
la concentracion del acido retinoico, siendo
de 1.00 para el control de 15.4 veces para 10
ug/ml, 142.7 veces para 50 ug/ml y 325.7
veces para 100 pg/ml. Asimismo, se determi-
no6 que el DMSO incremento la expresion en
125.3 veces el control (Cuadro 3).

No se observo amplificacion para el gen
B7 de la integrina a4p7 y, por lo tanto, no se
pudo hacer la cuantificacion relativa. Pese a
que se considero el ultimo ciclo de la PCR
(ciclo 45) como Ct, los valores de
cuantificacion para este gen se mostraron por
debajo de lo normal.

DiIScUSION

El presente estudio evalud in vitro el
efecto del acido retinoico (sustancia
inmunoestimulante), en tres distintas concen-
traciones sobre la expresion del receptor
CCR9Yy laintegrina 047 en linfocitos intes-
tinales circulantes de alpaca, utilizando la
prueba RT-PCR con cebadores especificos.
Esto permitio detectar la presencia de los
ARN mensajeros de los tres genes (CCR9,
o4y B7), los cuales se transcriben indepen-
dientemente y se unen las cadenas o4 y 7
para formar la integrina a4p7 necesaria para
el alojamiento de los linfocitos en la mucosa
intestinal (Picarella et al., 1997)

La expresion del gen a4 solo se obser-
v6 en las muestras de 0 horas de cultivo (tiem-
po de 10 minuntos entre la cosecha y su con-
gelacion) y que es dependiente de la concen-
tracion de acido retinoico (ATRA), elevan-
dose hasta 326 veces mas que el control. Esto
puede ser debido a que su expresion esta
condicionada a la presencia de otras molécu-
las co-estimuladoras, como el factor de cre-
cimiento transformante B (TGF-B) y otros
compuestos producidos por las células
epiteliales de la mucosa intestinal (Zhang y
Bevan, 2013).
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La expresion del gen a4 indicaria que
existen células estimuladas en la mucosa in-
testinal que estan migrando por el torrente
sanguineo. Estas células son estimuladas por
el acido retinoico induciendo su expresion en
los primeros 10 minutos, pero que luego des-
aparecen al no encontrar el nicho adecuado
para establecerse. La presencia de leucocitos
diferenciados en la circulacion sanguinea de
las alpacas y estimulados por ATRA se con-
firma en el trabajo de More (2013), donde se
demuestra el incremento de expresion de
genes de varias interleucinas cuando son es-
timuladas con distintas concentraciones de
ATRA y antigenos clostridiales in vitro.

La expresion del gen B7 no se manifes-
té en ninguna concentracion de ATRA, indi-
cando que este gen no es estimulado por esta
molécula. Este gen se expresa cuando los
linfocitos entran al nicho de la mucosa intesti-
nal, siendo estimulados en presencia de TGF-3
y metabolitos del acido retinoico producido
por las células dendriticas. La falta de acti-
vacion por solo ATRA indica que debe ser
por vias de co-estimulacion en conjunto
(Sheen et al., 2013). Es importante indicar
que previamente se realizd un RT-PCR con
cinco muestras de mucosa intestinal de alpa-
ca donde se determiné la expresion de los
genes de la cadena polipeptida de 44, a7 y
CCRY que sirvid para la estandarizacion de
esta prueba.

En general se puede afirmar que la
integrina a4B7 no se expresa en el cultivo in
vitro de leucocitos de alpacas en presencia
de ATRA a distintas concentraciones y re-
quieren que co-estimulen su expresion molé-
culas como el TGF-B, que es producido en la
mucosa intestinal y que junto al 4cido retinoico
generan el ambiente ideal para expresion de
las proteinas del alojamiento linfoide (Homing
linfoide) en la mucosa intestinal, sumado a
efectos secundarios no determinados
(Biancheri et al., 2013). Aparentemente el
TGF-f seria un factor importante a tener en
cuenta para la expresion constante de los
genes a4 y B7, complementando de esta ma-
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nera la expresion de la integrina a4f7, la cual
interviene junto con CCR9 en el homing de
los linfocitos T activados hacia la mucosa in-
testinal (Zhang y Bevan, 2013).

La expresion maxima de CCR9 se evi-
denci¢ a las 48 horas para las concentracio-
nes de 10 y 100 pg/ml de acido retinoico y
DMSO, lo que podria deberse a la liberacion
de moléculas de alarma celular liberadas al
medio por la muerte y lisis de leucocitos en el
cultivo. Ademas, el control celular presento
también expresiones crecientes de CCR9 in-
dicando que este receptor tiene, ademas,
otras funciones no determinadas en la
sobrevivencia celular. Por otra parte, el in-
cremento en la expresion del gen de CCR9
en presencia de DMSO se observo en los
primeros 10 minutos. Es muy probable que
exista una respuesta inmunoldgica en prime-
ra instancia hacia este agente extrafio, pro-
duciéndose quimiocinas que estimulen la ex-
presion de dicho receptor. No obstante, esta
expresion disminuye con el tiempo de
incubacion, debido a que el DMSO afecta a
la viabilidad celular por cierta citotoxicidad
(Da Violante et al., 2002).

Se ha demostrado que la quimiocina
CCL25 /TECK es el ligando para CCR9 en
los linfocitos B y T y que se localiza en el
epitelio de las criptas del yeyuno y el ileon
(Kunkel et al., 2000). Se conoce que CCL25
se expresa también en células endoteliales y
en subconjuntos de células en la [dmina pro-
pia del intestino delgado (Papadakis et al.,
2000). De esta manera, CCL25/TECK de-
muestra un rol importante en la migracion de
linfocitos en condiciones inflamatorias y no
inflamatorias, siendo determinante para el
homing intestinal (Hosoe et al., 2004).

Se sabe, ademas, que el CCR9 también
tiene como ligandos a CCL-2 (MCP-1) y
CCL7 (MCP-3) (Mackay, 2001). Por tanto,
la expresion de CCR9 demostrada en el pre-
sente estudio evidencia que no solo el hioming
intestinal juega un papel importante en la ex-
presion de este receptor, sino que ademas
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existen ciertas quimiocinas que se expresan
en una variedad de células cuando ocurre un
evento de estrés oxidativo celular, tal es el
caso de la quimiocina CCL2 (MCP-1), la cual
podria estar estimulando la expresion de este
receptor (Deshmane et al., 2009).

En este estudio in vitro con sangre
periférica de alpaca no se pudo comprobar el
rol que desempefiaria ATRA como
inmunoestimulante hallado en otros estudios
in vivo e in vitro. Existe una expresion evi-
dente del receptor de CCRY en todos los tra-
tamientos, demostrado a través del método
de cuantificacion relativa, de alli que es pro-
bable que el incremento en la expresion de
CCR9 pueda deberse a otros factores que
estén estimulando su expresion, como el
estrés oxidativo celular o el mismo DMSO.
Estos hallazgos contrastan con los pocos es-
tudios in vitro que evaluan el cido retinoico
como inmunoestimulante en mucosa intesti-
nal de alpacas (More, 2013; Lazaro et al.,
2015) en los que se observa una expresion
marcada de genes de interleucinas e Ig A,
respectivamente.

El grupo de tratamiento de leucocitos
con DMSO es el que exhibe una desviacion
estandar considerablemente elevada. Mien-
tras mas elevado sea este valor en un trata-
miento significa que la expresion de los genes
evaluados es menor, ya que se estaria en-
mascarando la expresion por la elevada va-
riabilidad. La desviacion estandar elevada en
muchos de los tratamientos se debe a la can-
tidad de células que estan muriendo; es decir,
en un pocillo mueren mas células que en otros,
resultando en una alta variabilidad entre po-
cillos. Las causas de la muerte celular pue-
den ser diversas; por ejemplo, por lisis de los
leucocitos recuperados, por pérdidas de cé-
lulas durante el cultivo, y por el tiempo trans-
currido entre la inoculacidén y la cosecha
(Olofsson, 1991). Es probable que las células
reaccionen al DMSO, expresando estas pro-
teinas en su superficie en respuesta a un fac-
tor extrafio (Platas, 2015).
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Todas las concentraciones de acido
retinoico evaluadas aumentaron la expresion
de CCRO9 hasta las 48 horas, tiempo que duro
el estudio, excepto para el grupo control y la
concentracion de 50 ug de acido retinoico.
La explicacion para estos dos ultimos casos
esta relacionado a la cantidad de células pre-
sentes en los pocillos; donde es probable el
numero de células inoculadas haya sido mini-
mo en esos tratamientos, asociado también a
la vida media del leucocito. Esto pudo haber
ocasionado que los genes evaluados no pu-
dieron ser detectados por la PCR (Williams
etal., 1992).

Se debe tener en cuenta que en el culti-
vo hay una dinamica de expresiones muy
activa existiendo mucha interaccion celular.
A esto se le suma que los leucocitos son difi-
ciles de cultivar y van muriendo en forma
progresiva. Sin embargo, hay leucocitos que
se pueden fijar dentro de las placas como los
macrofagos, monocitos y células dendriticas.
Estos ultimas se pueden adherir a la placa al
igual que los macrofagos. Esta es una de las
razones de la cinética de la expresion de
CCRO Ia cual aumenta a las 12 horas para
disminuir a las 24 horas y volver a aumentar
a las 48 horas. Eso explica el primer aumen-
to y descenso de la expresion, respectivamen-
te. Por otro lado, las células dendriticas y
macrofagos que se fijan a las placas pueden
vivir mas tiempo y esto explicaria el segundo
aumento. Por consiguiente, el aumento de
expresion a las 48 horas estaria indicando que
algunas células se estan adhiriendo y que
permanecen vivas en el cultivo. La adhesion
de las células al pocillo podria inducir la ex-
presion de nuevos genotipos y uno de ellos
podria ser CCR9, aunque principalmente se
sabe que solo los linfocitos expresan CCR9.
No se ha establecido si otras células pueden
expresar también estos genes (Wilson et al.,
2005). Los resultados evidencian una ima-
gen muy amplia de muchas subpoblaciones
que podrian distinguirse si solamente se tra-
bajase con linfocitos. Hay técnicas especiali-
zadas como la citometria de flujo para hacer
esta separacion (Barrera et al., 2004).

358

E1 DMSO, solvente utilizado para la di-
lucidn del acido retinoico y que se evidencia
que tuvo un efecto sobre la expresion del re-
ceptor CCRY, es conocido y utilizado como
agente criopreservante intracelular (al igual
que el glicerol), minimizando la formacion de
hielo intracelular y reduciendo el dafio celu-
lar. E1 DMSO es un liquido organico que con-
tiene sulfuro con atribuciones de multiples
propiedades terapéuticas. Es usado comun-
mente como disolvente organico en la indus-
tria, y como medicamento. Tiene la propie-
dad de atravesar rapidamente las membra-
nas celulares, sirviendo también como
acarreador de drogas. Es un disolvente alta-
mente polar, por lo que es miscible en agua,
alcoholes y cetonas. Se requiere investigar
mas sobre el mecanismo de este disolvente y
de qué manera estaria alterando el genotipo
de las células para la expresion de recepto-
res en su membrana.

CONCLUSIONES

e Se observa expresion del receptor de
quimiocina CCR9 en los leucocitos de
alpaca cultivados in vitro estimulados
por acido retinoico en las dosis de 10, 50
y 100 ug/ml a las 0, 12 y 24 horas.

e No se observa estimulacion con acido
retinoico para la expresion de los genes
de la integrina a4f7 en leucocitos de
alpacas obtenidos de sangre periférica
cultivados in vitro.

e No se evidencia el efecto del acido
retinoico sobre la expresion de receptor
de quimiocina CCR9 en los leucocitos
de alpaca cultivados in vitro.

e No se observa estimulacion con acido
retinoico para la expresion de los genes
de la integrina 04f7 en leucocitos de
alpacas obtenidos de sangre periférica
cultivados in vitro.
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