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Expresion de los Genes de Inmunoglobulina Ay Citoquinas
Asociadas IL-5, IL-6 y TGF-p en Mucosa Intestinal de Crias de
Alpacas (Vicugna pacos) Vacunadas con Antigeno Clostridial

GENE EXPRESSION OF IMMUNOGLOBULIN A AND ASSOCIATES CYTOKINES
(IL-5, IL-6 aNp TGF-f) IN INTESTINAL MucosA ofF BaBY AvLpracas (Vicugna pacos)
VACCINATED WITH CLOSTRIDIAL ANTIGEN

Joan Reyes Z.!, Alberto Manchego S.'%, Gina Castro S.!, César Burga C.!, Danilo
Pezo C.3, Nieves Sandoval C.2, Mercy Ramirez V.!, Hermelinda Rivera G.!

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar y comparar los niveles de expresion de los
genes de IgA y citoquinas asociadas IL-5, IL-6 y TGF-f en la mucosa intestinal de crias
de alpaca clinicamente sanas vacunadas oralmente con un antigeno clostridial. Se traba-
j6 con 10 crias no vacunadas (control) y 15 crias vacunadas (dos dosis con intervalo de
siete dias). El muestreo se hizo a los siete dias de la segunda dosis. Asimismo, se consi-
deraron dos subgrupos etarios (15-28 y 35-56 dias de edad en el momento de la toma de
la muestra). Se tomaron segmentos intestinales de 2 cm de longitud de la porciéon media
del yeyuno y se almacenaron a -196 °C. Se realiz6 la extraccion de ARN total y luego se
sintetizo el ADN complementario (ADNc) por transcripcion inversa. Luego se realizo la
PCR en tiempo real utilizando cebadores especificos para IL-5, IL-6, TGF-B y el exon 3 de
IgA. Se realizo la evaluacion de la expresion relativa mediante el método 244, Las crias
vacunadas con antigeno clostridial tuvieron una mayor expresion de IgA (control: 275.3
veces; vacunados: 710.2 veces mas que el calibrador) (p=0.005). Las crias vacunadas del
subgrupo 15-28 dias de edad expresaron IL-5, IL-6 y TGF-B en 1.96, 4.78 y 2.87 veces mas
que el calibrador, respectivamente, habiendo diferencia significativa con el grupo control
(p<0.05). Se concluye que la administracién de antigeno clostridial como vacuna oral en
crias de alpaca en los primeros 14 dias de edad promueve una mayor expresion de los
genes de IgA y citoquinas asociadas IL-5, IL-6 y TGF-f a nivel de mucosa intestinal.

Palabras clave: crias de alpaca; antigeno clostridial; inmunoglobulina A; RT-PCR en
tiempo real; cuantificacion relativa
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The aim of this study was to determine and compare the expression levels of IgA
genesand associated cytokines|L-5, IL-6 and TGF-B in the intestinal mucosa of clinically
healthy baby alpaca, that were orally vaccinated with a clostridial antigen. Ten
unvaccinated baby alpacas (control) and 15 vaccinated (two doses with a seven-day
interval) were used. Sampling was done seven days after the second dose. Likewise, two
age subgroups (15-28 and 35-56 days of age at the time of sampling) were considered.
Intestinal segments of 2 cm in length were taken from the middle portion of the jejunum
and stored at-196 °C. Total RNA extraction was performed and the complementary DNA
(cDNA) was synthesized by reverse transcription. Subsequently, real-time PCR was run
using specific primers for IL-5, IL-6, TGF-f and exon 3 of IgA. Relative expression evaluation
was performed using the 2-**A¢ method. Vaccinated animals with clostridial antigen had a
greater expression of IgA (control: 275.3 fold, vaccinated: 710.2 fold more than the calibrator)
(p = 0.005). The vaccinated alpacas of the 15-28 day subgroup expressed IL-5, IL-6 and
TGF-B at 1.96,4.78 and 2.87 fold higher than the calibrator, respectively, with a significant
difference with the control group (p<0.05). It is concluded that the administration of
clostridial antigen as an oral vaccine in baby alpacas in the first 14 days of age promotes
a greater expression of the IL-5, IL-6, TGF-ff and IgA genes at the intestinal mucosa level.

Keywords: baby alpaca; clostridial antigen; immunoglobulin A; real-time RT-PCR; relative
quantification

la penetracion de los antigenos, aglutinandolos
en el epitelio, lo cual promueve una protec-
cion no inflamatoria en un tejido altamente

INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas represen-
tan una de las principales causas de mortali-
dad y morbilidad en crias de alpacas en las
regiones altoandinas, siendo la enterotoxemia
la enfermedad con mayor mortalidad (Moro,
1987). La enterotoxemia es causada por
Clostridium perfringens, principalmente por
el tipo A'y en menor proporcion por el tipo C.
Este patogeno infecta a las alpacas por via
oral y se establece en el yeyuno ¢ ileon, pro-
duciendo las toxinas oy B2, responsables del
cuadro enterotoxémico (Pérez et al., 2012).
La enfermedad afecta a crias de 2 a 9 sema-
nas de edad, logrando alcanzar una mortali-
dad de 70%. La presentacion clinica corres-
ponde una toxemia con signos entéricos y
nerviosos de curso rapido, generando una
muerte stbita (Ramirez et al., 1985).

Lainmunoglobulina A (IgA) es el isotipo

mas abundante e importante en la inmunidad
local a nivel de la mucosa intestinal, evitando
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antigénico (exclusion inmune); ademas de su
habilidad de transportarse a través de células
epiteliales y su resistencia a proteasas (Cerutti
y Rescigno, 2008). La IgA es producida por
linfocitos B activados en los tejidos linfoides
asociados a mucosa intestinal, luego de un
proceso de estimulacion por citoquinas como
IL-5, IL-6 y TGF B (Kawanishi y Joseph,
1991; Sonoda ef al., 1992; Borsutzky et al.,
2004), este ultimo de vital importancia en el
proceso de cambio de cadena pesada hacia
el tipo a en los linfocitos B (van Vlasselaer et
al., 1992).

Existen vacunas sistémicas contra la
enterotoxemia confiriendo proteccion a base
de inmunoglobulina G, que actian cuando el
microorganismo ha proliferado y superado la
inmunidad de la mucosa. La vacuna oral pro-
puesta en este trabajo, busca aumentar la
produccion de IgA en la mucosa intestinal,
impidiendo la adhesion de los patdgenos a los
epitelios intestinales y la colonizacion.

Rev Inv Vet Pert 2017; 28(3): 703-712
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion del Antigeno Clostridial

Los antigenos de C. perfringens se
obtuvieron de todas las cepas de campo ais-
ladas de crias de alpacas muertas con diag-
nostico de enterotoxemia durante la campa-
fia de paricion del 2014 en el distrito de
Marangani, Cusco. Las cepas fueron man-
tenidas con resiembras en caldo tioglicolato
hasta la preparacion del antigeno costridial.

Se realiz6 tincion Gram y pruebas
bioquimicas para su identificacion. Fueron
sembradas en caldo tioglicolato e incubadas
en condiciones de anaerobiosis a 37 °C por
48 h. El cultivo fue inactivado con formalina
a una concentracion de 0.05% por 1 h, don-
de se centrifugo para separar la fase celular
de la fase liquida. De esta tltima, se precipi-
taron las proteinas solubles totales emplean-
do acido tricloroacético (TCA Merck,
EEUU) y se llevo a refrigeracion por 24 h.
Posteriormente, se centrifugd y se lavaron
los restos con acetona (Merck, EEUU) para
volver a centrifugar. El precipitado proteico
de la fase liquida y celular fue resuspendido
en PBS y sometido a proceso de dialisis en
solucion salina a4 °C. Se obtuvo finalmente
una solucion de antigenos somaticos mas
exotoxina purificada, y se determind la con-
centracion antigénica de la muestra dializada
empleando el equipo Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, EEUU) y la prueba comercial
Qubit® Protein Assay Kit, siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Finalmente, se ajus-
to la dosis de antigeno a 13 mg/ml (More,
2013).

El antigeno proteico fue mezclado con
un inmunomodulador derivado de la vitamina
A para obtener una vacuna oral a una con-
centracion de 13 mg/ml de antigenos totales
y 0.2 mM/ml de inmunomudulador. Se utilizd
la vacuna a un volumen de 1 ml/kg de peso
vivo de la cria de alpaca.
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Animales y Vacunacion

Se evaluaron 25 crias de alpacas
clinicamente sanas, entre 1 y 40 dias de edad,
de las variedades Suri y Huacaya, sin distin-
cion de sexo, del centro de crianza de alpacas
de La Raya (Centro de Investigacion IVITA-
Marangani) y de comunidades alpaqueras
aledafias, localizadas en la provincia de
Canchis, Cusco (Pert), durante la campana
de paricion de 2015.

Los animales fueron distribuidos en dos
grupos: un grupo control (no vacunado) de
10 crias, y el otro grupo vacunado de 15 crias.
En el momento de la toma de muestra, cada
grupo fue subdividido en dos subgrupos
etarios: 15-28 y 36-56 dias de edad. Para el
analisis de expresion genética se incluyeron
tres fetos a término de gestacion, como ani-
males calibradores, representando el valor
basal de expresion genética de los genes en
estudio.

La vacuna fue administrada via oral, con
una jeringa conteniendo el antigeno clostridial
(13 mg/ml. El protocolo de vacunacion con-
sider¢ la aplicacion de dos dosis con siete dias
de intervalo. Las muestras fueron colecta-
das a los siete dias de la segunda dosis.

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 de los animales se utilizo
1.5 mg/kg de xilacina (Rompun®) y 7.5 mg/kg
de ketamina (Vetalar®), via intramuscular,
seguido por una sobredosis de 50 mg/kg, via
endovenosa, de pentobarbital sodico
(Halatal®).

Inmediatamente después de la eutana-

sia de los animales, se colectaron segmentos
intestinales de 2 cm de longitud de la porcion
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Cuadro 1. Oligonucleétidos disefiados para el estudio

Longitud ey A Temp de
(pb)! Secuencia (5°- 37) hibridacién (°C)

A Bxons » F: 5’ AAGGACGTGCTGGTTCGAT 3' 59.33
A Bxon R: 5" CCCACCATGCAGGAGTAGTT 3° 5938
s 200 F: 5 GATAGGCGAYGGGAACTTGA 3 60.04
) R: 5*GCCATCTTYCTCCTCCACAC 3' 59.66
Lt 17 F: 5"CCTGGTGATGGCTACTGCTT 3 60.28
R: 5'ACAGTGCCTCCTTGCTGTTT 3' 59.91
1GEp L8 F: 5 GAGGTGATCTYGCCACCATT 3 59.93
R: 5'GTCCTTGCGGAAGTCAATGT 3° 60.12
F: 5’ ATCACTGCCACCCAGAAGAC 3' 60.12

GAPDH 201
R: 5"GCACGTCAGATCCACAACAG 3' 60.32

! pares de bases

media del yeyuno y lavadas en suero fisiolo-
gico estéril al 0.9% para eliminar restos de
contenido intestinal potencialmente inhibidores
de las técnicas moleculares. Las muestras
fueron colocadas en crioviales estériles de 2 ml
y conservados en nitrogeno liquido (-196 °C),
hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Virologia y Diagnostico Molecular de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

Oligonucleotidos

Se emplearon oligonucledtidos especificos
para el exon 3 de la IgA y citoquinas asociadas
(IL-5, IL-6 y TGF-B). Se incluyeron
oligonucleotidos especificos para la amplifica-
cion de transcritos de GAPDH como gen in-
terno para la normalizacion de la cuantificacion
relativa. Estos oligonucleotidos fueron dise-
fiados por el programa Primer3 output
(www.primer3.com) y el programa BLAST
del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), en
base de secuencias de ARNm de alpacas pu-
blicadas en el GENBANK (Cuadro 1).
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Extracciéon y Cuantificacion del ARN
Total

Los segmentos intestinales fueron des-
congelados sobre un recipiente de hielo, cor-
tados y pesados para obtener 1 g de cada
muestra. Fueron molidos a 4 °C con pilén y
mortero estériles. Se empled el «Trizol®
Reagent» (Invitrogen, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante para obtener el
ARN total de las muestras presente en la fase
acuosa de la reaccion final. Esta fue transfe-
rida auna membrana de silica utilizando el kit
comercial «PureLink™ Micro-to-Midi Total
RNA Purification System» (Invitrogen,
EEUU), acorde a las instrucciones del fabri-
cante. El producto final de ARN fue eluido
en 60 pl de agua libre de nucleasas.

La cuantificacion del ARN total se rea-
liz6 mediante lectura por fluorometria en el
equipo Qubit® 2.0 Fluorometer calibrado
(Invitrogen, EEUU) empleando el kit comer-
cial «Quant-iT™ RNA Assay» (Invitrogen,
EEUU), siguiendo las instrucciones del fa-

Rev Inv Vet Pert 2017; 28(3): 703-712
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bricante. Se homogenizaron las muestras a
una concentracion de 1 pg de ARN total ex-
traido.

Sintesis de ADN Complementario por
RT-PCR

Se empleo el kit comercial «Super-
Script™ III First-Strand Synthesis SuperMix
for qRT-PCR» (Invitrogen, EEUU), siguien-
do las instrucciones del fabricante. El proce-
dimiento se realizo en el termociclador Applied
Biosystems® 2720, programado por un solo
ciclo con el siguiente protocolo: 25 °C por 10
min, 50 °C por 30 min, 85 °C por Sminy a
4 °C indefinidamente para enfriar la mues-
tra. Luego se afiadié 1 pul de RNasa H de E.
coli (proveido por el kit), a cada pocillo y se
incubd a 37 °C por 20 min para destruir la
molécula ARN del hibrido ARN:ADNCc. El
ADNCc obtenido fue congelado a -70 °C has-
ta suuso en lareaccion de PCR Tiempo Real.

PCR en Tiempo Real

Se empleo el kit comercial «SYBR®
GreenER™ qPCR SuperMix Universaly, si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La
reaccion utilizo la polimerasa Hot Start Taq,
el agente intercalante «Sybr Green I» como
fluoroforo intercalante de cadenas dobles de
ADN, vy el colorante Rox como referencia
pasiva (todos proveidos por el kit). El proce-
dimiento se realizo en el termociclador Applied
Biosystems® 7500 y se programo con el si-
guiente protocolo: 50 °C por 2 min, 95 °C por
10 min (desnaturalizacion inicial y activacion
de la polimerasa), seguido de 45 ciclos de
95 °C por 15 s, 60 °C por 60 s y lectura de
placa; y el analisis de temperatura de diso-
ciacion desde 65 °C hasta 90 °C, con incre-
mentos de temperatura de 0.3 °C cada 30 s,
finalizando la reaccion a 8 °C indefinidamen-
te para mantener los productos. El ensayo
fue realizado por triplicado y los resultados
fueron evaluados a través del Software 7500
Fast Real-Time PCR Systems v. 2.0.1 para
obtener los promedios de Ct (ciclo umbral) y
Tm (temperatura de disociacion) de cada
muestra.
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Cuantificacion Relativa

Se empled el Método Ct comparativo
2-2A¢t como técnica de cuantificacion de la
expresion relativa de genes detectables a tra-
vés de RT-PCR en tiempo real (Livak y
Smittdgen, 2001), usando como calibrador a
tres fetos de alpaca a término de gestacion y
como control interno al gen de Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Analisis Estadistico

Se empleo la prueba de Shapiro-Wilk
para demostrar que los datos no siguen la dis-
tribucion normal, empleando, por lo tanto, la
prueba no paramétrica U de Mann Whitney-
Wilcoxon para estimar diferencias entre indi-
viduos no vacunados y vacunados. Los re-
sultados se presentan como el promedio de
los grupos evaluados. Todas las pruebas fue-
ron realizadas en el programa estadistico
Stata/SE 12.0.

RESULTADOS

El analisis de la RT-PCR en Tiempo
Real del ARNm del gen GAPDH, IL-5, IL-
6, TGF-B e IgA mostr6 una homogeneidad
en las curvas de amplificacion y curvas de
disociacion de un pico nico sin presencia de
productos inespecificos con valores de tem-
peratura de disociacidon cercanas entre si
(Cuadro 2).

Los resultados del analisis de la
cuantificacion relativa del ARNm del exén 3
de IgA mostraron que el nivel promedio de
expresion del grupo no vacunado y grupo
vacunado fue de 275.3 y 710.2 veces res-
pecto del calibrador, respectivamente, exis-
tiendo diferencia significativa (p=0.005). Con
relacion a los subgrupos etarios, el subgrupo
de 15 a 28 dias de edad (3 a 4 semanas), el
nivel promedio de expresion del grupo no va-
cunado y grupo vacunado fue de 196.2 y 766.0
veces respecto del calibrador (p=0.0192), y
en el subgrupo de 36 a 56 dias de edad (6-8
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Figura 1. Cuantificacion relativa del ARNm del exon 3 de IgA en mucosa intestinal de crias de

alpacas vacunadas y no vacunadas respecto al calibrador
«b Superindices diferentes indican diferencia significativa (p<0.05)
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Figura2. Cuantificacion relativa del ARNm de IL-5, IL-6 y TGF- en mucosa intestinal de
crias de alpacas vacunadas y no vacunadas respecto al calibrador (15-28 dias de

edad)

«b Superindices diferentes indican diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 3. Cuantificacion relativa del ARNm de IL-5, IL-6 y TGF-B en mucosa intestinal de
crias de alpacas vacunadas y no vacunadas respecto al calibrador (35-56 dias de
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edad)

“b Superindices diferentes indican diferencia significativa (p<0.05)
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Cuadro 2. Ciclo umbral (Ct) y temperatura de disociacion (Tm) de productos amplificados

Gen Ct (no vacunados) Ct (vacunados) Tm (°C)
IgA Exon3 18.45-21.54 15.77 -20.79 86.77 - 87.34
IL-5 31.18-33.13 29.40 - 32.06 74.81 -75.53
IL-6 28.14 - 30.62 24.57 -29.09 78.20 - 78.95
TGF-p 21.59 - 24.63 20.75 -23.54 84.39 - 85.58
GAPDH 17.54 -20.91 17.51-19.92 85.98 - 86.67

semanas), el nivel promedio de expresion del
grupo no vacunado y grupo vacunado fue de
358.0 y 646.4 veces respecto del calibrador,
no encontrandose diferencia significativa (Fi-
gura 1).

Considerando el analisis del subgrupo
etario de 15-28 dias de edad (3-4 semanas),
los resultados para IL-5 mostraron niveles de
expresion de 1.01 y 1.96 veces lo expresado
por el calibrador para el grupo no vacunado y
vacunado, respectivamente (p=0.0192). En
el caso de IL-6 fue de 0.85 y 4.78 veces res-
pecto del calibrador para el grupo no vacu-
nado y vacunado, respectivamente
(p=0.0128). En el caso de TGF- fuede 1.16
y 2.86 veces respecto del calibrador para el
grupo no vacunado y vacunado, respectiva-
mente (p=0.0404) (Figura 2).

Considerando el analisis del subgrupo
etario de 36-56 dias de edad (6-8 semanas),
los resultados para IL-5 mostraron niveles de
expresion de 2.02 y 2.55 veces lo expresado
por el calibrador para el grupo no vacunado y
vacunado, respectivamente (p=0.6842). En
el caso de IL-6 fue de 2.46 y 3.90 veces res-
pecto del calibrador para el grupo no vacu-
nado y vacunado, respectivamente
(p=0.9353). En el caso de TGF-f fue de 1.98
y 2.46 veces respecto del calibrador para el
grupo no vacunado y vacunado, respectiva-
mente (p=0. 5698), existiendo diferencias
significativas en este subgrupo (Figura 3).
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DiScUSION

La evaluacion por grupos determind di-
ferencia significativa en la expresion del exon
3 de IgA entre los grupos vacunados y no
vacunados. En forma similar, en el subgrupo
etario de 3-4 semanas se encontro que los
niveles de expresion estaban influenciados
positivamente por la vacuna. Dionisio ef al.
(2014) evaluo la cinética de expresion del exon
1 de IgA en crias de alpacas sanas y enfer-
mas encontrando una tendencia de expresion
constante en los sanos y niveles superiores
en los enfermos, la cual es de la misma pro-
porcion a los resultados de los no vacunados
y vacunados en este estudio, indicando una
similitud de expresion de IgA en los animales
vacunados en comparacion con animales en-
fermos.

Estas diferencias de expresion de los
genes de IgA del presente estudio revelan
estimulacion y activacion de la respuesta hu-
moral a nivel intestinal de los vacunados, pro-
movidos por la accion del inmunogeno admi-
nistrado, desarrollando una proteccion de las
mucosas mediante esta inmunoglobulina, sa-
biendo que también favorece una respuesta
inmune celular (More, 2013). Sin embargo,
los niveles de expresion en el subgrupo etario
de 6-8 semanas no se vieron afectados por la
vacuna, aunque llegaron a presentar un au-
mento en su expresion. La edad podria estar
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relacionada a la respuesta, si se considera
que el sistema inmune de mucosas a nivel
intestinal durante las primeras semanas de
vida se enfrenta continuamente a microor-
ganismos del medio ambiente, presentes en
suelo, pasturas o pezones contaminados de
la madre. Asi mismo, desde la segunda a ter-
cera semana de edad, el animal empieza a
consumir pasturas que conlleva a un cambio
de la microflora intestinal, activando una res-
puesta inmune de mucosa, tanto innata como
adaptativa, poniendo en marcha mecanismos
madurativos y adaptativos para mantener una
barrera mucosa intestinal integra y activa e
incorporar una poblacion bacteriana normal
estable (Ruiz et al., 2010).

Los niveles de expresion de IL-5 en el
subgrupo de 3-4 semanas se encuentran au-
mentados en los vacunados, ya que la IL-5
es identificada como factor importante en la
produccion de IgA producida por la célula B.
Estudios in vivo en ratones deficientes de
IL-5 revelaron una reduccion significativa en
la concentracion de IgA intestinal en compa-
racion con los que producen IL-5 que si son
capaces de mantener una respuesta normal
de IgA ante un estimulo (Fontenele et al.,
20006). Por otro lado, el aumento no significa-
tivo observado en los vacunados del subgrupo
etario de 6-8 semanas pudo deberse a la pre-
sencia de parasitos intestinales, ya que esta
citoquina es mas especifica en la diferencia-
cion y liberacion de los eosindfilos periféricos
y tisulares, importante en la regulacion de las
enfermedades gastrointestinales parasitarias
(Greenfeder et al., 2001).

Los niveles de expresion del IL-6 se vie-
ron incrementados por la vacuna en el
subgrupo etario de 3-4 semanas, ya que los
inmunogenos promueven la diferenciacion y
maduracion de los linfocitos T y B, estimu-
lando la produccion de las inmunoglobulinas
por parte de las células B para combatir prin-
cipalmente a patdégenos extracelulares
(Mestecky et al., 1999). Este incremento no
fue significativo en el subgrupo de mayor
edad, tal vez debido a que las crias van pro-
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duciendo un incremento de IgA en la mucosa
intestinal por los estimulos de antigenos de la
flora normal del intestino, como se observa
en el trabajo de Dionisio et al. (2014) en crias
de alpacas aparentemente sanas. Este au-
mento se debe al complejo y dindmico
ecosistema bacteriano intestinal y, por tanto,
una mayor exposicion a componentes de la
pared bacteriana que generan un potente es-
timulo local para la produccion de IL-6
(Meijssen et al., 1998), teniendo en cuenta
que las alpacas nacen con un sistema inmu-
ne ya formado y listo para actuar con el en-
torno (Roca, 2011). Las células epiteliales
intestinales estan activamente involucradas
en la regulacion de los eventos de inflama-
cion intestinal, modulando de ese modo los
eventos iniciales de la respuesta inmune ad-
quirida mediante secrecion de mediadores pro
y anti inflamatorios, tales como la IL-6
(Kusugami et al., 1995).

Los niveles de expresion del gen TGF-
B se encontraron aumentados en el subgrupo
etario de 3-4 semanas vacunado. Herrera
(2012) encontr6 en crias sanas, niveles de
expresion de TGF-f cercanas a los valores
obtenidos, lo que indica un nivel de expresion
normal en animales sanos. Esta citoquina con-
tribuye en la generacion de células T
reguladoras, la cual representa un sistema de
regulacion de respuesta frente a antigenos pre-
sentados por células presentadoras de antigeno
(CPA) en lamucosa intestinal (Takeuchi, 1998).
El aumento de esta citoquina estaria jugando
un rol importante, ademas, en la produccion de
IgA, que es el anticuerpo principal necesario
para la inmunidad de las mucosas, mediante
la induccion de un cambio hacia ese isotipo
en los linfocitos B (Abbas et al., 2015). En el
caso de las crias de mayor edad, el aumento
de esta citoquina no fue significativo, debido
a los procesos inflamatorios provocados por
estimulos masivos y constantes de las bacte-
rias comensales intestinales y los antigenos
alimentarios, siendo estos niveles un estado
fisiologico normal a esta edad (Bardalez et
al., 2013).
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La baja expresion de los genes de las
citoquinas que estimulan la inmunidad humo-
ral (IL5, IL6 y TGF-P) se ha visto reflejada
también en otros trabajos, donde la expresion
de estas citoquinas no se encuentra propor-
cionalmente directa a la produccion de la IgA.
La expresion de las citoquinas del perfil hu-
moral en alpacas clinicamente sanas mues-
tra una baja expresion en los primeros 47 dias
de vida (Burga, 2016); sin embargo, a pesar
de la poca expresion de estas citoquinas, la
produccion de IgA se muestra ascendente con
la edad, demostrando que no es necesario una
alta expresion de las citoquinas asociadas al
perfil humoral para producir una elevada can-
tidad de IgA en las alpacas.

CONCLUSIONES

e Las crias de alpaca vacunadas contra
Clostridium perfringens presentan ni-
veles de expresion de ARNm del gen del
exon 3 de IgA significativamente supe-
riores a los animales no vacunados (710.2
veces con respecto al calibrador).

e  Eluso del antigeno clostridial como va-
cuna oral aplicada a doble dosis en crias
de alpacas durante los primeros 14 dias
de nacido promueve una mayor expre-
sion significativa de los genes de IgA y
citoquinas asociadas IL-5, IL-6 y TGF-
B entre la tercera y cuarta semana de
edad, en comparacion con las no crias
no vacunadas.

e Las crias de alpacas vacunadas después
de los 21 dias de edad generan una ma-
yor, pero no significativa, expresion de
genes de IgA y citoquinas asociadas IL-
5, IL-6 y TGF-p entre la sexta y octava
semana de edad, en comparacion con las
crias no vacunadas.
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