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RESUMEN 

 

     El presente estudio tuvo como objetivo detectar el gen del receptor RARα del ácido retinoico 

en alpacas adultas y su expresión en la mucosa yeyunal de crías de alpaca. Para la detección del 

gen, se utilizaron leucocitos sanguíneos de 5 alpacas adultas aparentemente sanas, sin distinción 

de raza o sexo; mientras que la expresión se determinó en 30 muestras de yeyuno de crías de 

alpacas aparentemente sanas, con edades de 1 a 47 días, con ingestión de calostro y 3 muestras 

de recién nacidos sin ingestión de calostro que se utilizaron como calibradores para la 

cuantificación relativa de la expresión. Se tomaron 5 muestras de 5 ml de sangre entera obtenidas 

por punción yugular de 5 alpacas adultas, se mezclaron para formar 2 pooles y se continuó el 

procedimiento para obtener el ADN genómico utilizando el método del kit “PureLink™ Genomic 

DNA Mini Kits” (Invitrogen, USA). Este ADN sirvió de templado para realizar la PCR con 

primers específicos para el RARα. Las secciones de los 33 yeyunos se procesaron con Trizol® 

Reagent, para obtener el ARN total y luego realizar la RT qPCR con primers específicos y 

cuantificar relativamente el ARN mensajero de los receptores, utilizando el método . El 

PCR convencional amplificó un producto de 626 pb con los primers específicos para determinar 

la presencia del gen en el genoma de leucocitos; y el producto de RT- PCR con primers diseñados, 

amplificaron un producto específico de 108 pb. En la cuantificación relativa de los ARN 

mensajeros del gen RARα, todas expresaron al receptor. Se concluye que el gen del receptor 

RARα está presente en el genoma de las alpacas y se expresa en la mucosa yeyunal de las crías 

de alpaca. 

Palabras claves: receptores retinoicos, PCR, RT-qPCR, ARN mensajero, mucosa yeyunal, crías 

de alpaca.  

 

 

 

 

 

 

 



 

2 

 

ABSTRACT 

     The present study aimed to detect the retinoic acid receptor RARα gene in adult alpacas and 

its expression in the jejunal mucosa of alpaca calves. For the detection of the gene, blood 

leukocytes of 5 apparently healthy adult alpacas were used, regardless of race or sex; while the 

expression was determined in 30 samples of jejunum from apparently healthy alpaca offspring, 

aged 1 to 47 days, with ingestion of colostrum, and 3 samples of newborns without ingestion of 

colostrum that were used as calibrators for the relative quantification of expression. 5 samples of 

5 ml of whole blood obtained by jugular puncture of 5 adult alpacas were taken, mixed to form 2 

pools and follow the procedure to obtain the genomic DNA using the method of the "PureLink 

™ Genomic DNA Mini Kits" kit (Invitrogen, USES). This DNA served as a temper to perform 

PCR with primers specific for RARα. The sections of the 33 jejunum were processed with Trizol® 

Reagent, to obtain the total RNA and then perform the qPCR RT with specific primers of the gene 

and perform the relative quantification of the amount of messenger RNA of the receptors, using 

the method . Conventional PCR amplified a 626 bp product with specific primers to 

determine the presence of the gene in the leukocyte genome and the RT-PCR product with primers 

designed for RT PCR amplified a specific 108 bp product. In the relative quantification of the 

messenger RNAs of the RARα gene, all expressed to the receiver. It is concluded that the RARα 

receptor gene is present in the alpacas genome and is expressed in the jejunal mucosa of alpaca 

pups. 

Keywords: retinoic receptors, PCR, RT-qPCR, messenger RNA, jejunal mucosa, alpaca calves. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

     El ácido retinoico (AR), metabolito activo de la vitamina A, actúa en diferentes condiciones 

biológicas, como el desarrollo pre y posnatal. Además, es importante en la respuesta inmune 

debido a que ayuda a mantener la homeostasis de la barrera intestinal, modular la inmunidad y la 

tolerancia, promoviendo la diferenciación de las células T reguladoras y efectoras (Sun et al., 

2007) y la producción de inmunoglobulina A (Surman et al., 2014). También se ha demostrado 

ser un agente “antiinfeccioso” (Semba, 1999), y cumplir un papel importante en el control de 

enfermedades inflamatorias en diversos organos (Harirchian y Abdolahi, 2016). Los efectos del 

AR están mediados a través de su interacción con sus receptores nucleares, como los receptores 

del ácido retinoico (RAR) y los receptores X de retinoide (RXR), (Balmerand et al., 2002) para 

regular la transcripción de varios genes diana (Hall et al., 2011). 

     Por su extensa superficie de absorción de nutrientes, el intestino es un lugar potencial para la 

invasión de patógenos; por ello, es importante la respuesta inmune de la mucosa intestinal, el cual 

establece mecanismos de reconocimiento y respuesta tanto innata como adaptativa (Yuan y 

Walker, 2004).  

     En la actualidad, existen tres secuencias para el genoma completo de la alpaca disponible en 

el GenBank: VicPac1 (versión 1.0), VicPac2 (versión 2.0.1) y VicPac3.1 del ADN de una alpaca 

hembra Huacaya (Carlotta). Sin embargo los genes de las variantes de RAR son predictivos, es 

decir que se han determinado por análisis bioinformático no confirmados en otras alpacas con 

estudios moleculares. Por ello, es importante confirmar su presencia y establecer la expresión del 

receptor RAR en la mucosa intestinal de crías de alpaca a fin de buscar estrategias de uso del 

ácido retinoico para favorecer la activación del sistema inmune de la mucosa intestinal, y así 

manejar eficientemente esta respuesta, buscando mejorar la salud de las crías de alpaca.  
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. El ácido retinoico 
 

     El ácido retinoico (AR) es el metabolito activo de la vitamina A. Actúa en diferentes 

condiciones biológicas, como el desarrollo pre y pos natal. Se ha demostrado que su implicancia 

en la salud de la gestante, el mantenimiento de la placenta, y el desarrollo embrionario (Spiegler 

et al., 2011); así como su participación en la promoción de la buena visión, el mantenimiento y 

modulación de la respuesta inmune y la homeostasis de los tejidos epiteliales y mucosa (Mora et 

al., 2008) (Cassani et al., 2012). Mellanby y Green identificaron, en 1920, a la vitamina A como 

un agente “antiinfeccioso”, posteriores estudios siguieron demostrando que su suplementación 

puede reducir la morbilidad y mortalidad en infecciones respiratorias, sarampión, sepsis puerperal 

y muchas otras (Semba, 1999). 

     Las células convierten la vitamina A en varios compuestos relacionados, conocidos 

colectivamente como retinoides (retinol y su derivado del AR). El AR es una potente molécula 

reguladora que controla la expresión de genes a través de los receptores RAR (α, β y γ) y RXR 

(α, β y γ) que pertenecen a la familia de receptores nucleares que activan la transcripción de genes 

diana específicos (Germain et al., 2006).  

     El epitelio intestinal desempeña un papel central en el metabolismo de los retinoides al 

absorber la vitamina A de la dieta y expresar las enzimas generadoras de RA y sus receptores 

(Harrison et al., 2005) (Jijon et al., 2019) . Esto sugiere que el epitelio podría ayudar a regular la 

inmunidad adaptativa dependiente de la vitamina A.  

 

2.1.1. La importancia del Ácido Retinoico en la mucosa intestinal 
 

     La importancia de la vitamina A en el mantenimiento de la estructura y función del tracto 

gastrointestinal se ha demostrado en varios estudios en animales, mediante el aumento de la 

barrera del epitelio intestinal con la suplementación con vitamina A; y el adelgazamiento, con la 

privación de la misma (Zile et al., 1977; Li y Tso, 2003). Las ratas deficientes en vitamina A 

redujeron significativamente la altura de las vellosidades, la sacarasa y las actividades de maltasa 

(Warden et al., 1997, Li y Tso, 2003), alteraron la migración celular y alteraron la síntesis de 

proteínas de la mucosa a nivel de la traducción (Zaiger et al., 2004). 

     Luego de que la Vitamina A se metaboliza a AR en los enterocitos, desempeña un papel crítico 

en la respuesta inmune de la mucosa intestinal como una señal reguladora, induciendo la 

producción de citoquinas proinflamatorias, promoviendo la diferenciación de células reguladoras 
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y efectoras (T y B) (Sun et al., 2007) (Hall et al., 2011), la producción de inmunoglobulina A 

(Surman et al., 2014), ademas de modular a las células inmunes innatas, como las células linfoides 

innatas (ILC, por sus siglas es inglés) (Kim et al., 2015). Se ha demostrado que el AR desempeña 

un papel importante en el control de enfermedades inflamatorias no solo en el intestino (Tejón et 

al., 2015) sino tambien en otros tejidos, como sel sistema nervioso central y la mucosa pulmonar 

(Harirchian y Abdolahi, 2016). Por ello, el papel del AR es importante para mantener la 

homeostasis de la barrera intestinal y para equilibrar la inmunidad y la tolerancia. 

     La deficiencia de vitamina A altera la integridad del epitelio mucosal. Como consecuencia, se 

observa una mayor susceptibilidad a diversos patógenos en el ojo, tracto respiratorio y 

gastrointestinal. Los niños con déficit de vitamina A presentan mayor riesgo de desarrollar 

enfermedades respiratorias (Sommer y Tarwotjo, 1984) y una mayor gravedad de las 

enfermedades diarreicas (Barreto et al., 1994). Un déficit de vitamina A se asocia con la 

disminución de la fagocitosis de los macrófagos activados durante la inflamación (Ramakrishnan 

et al., 2004) y con un número y actividad reducida de células asesinas naturales (NK) (Dawson et 

al., 1999). El aumento de la producción de IL12 (que promueve el crecimiento de células T) y el 

TNF-a proinflamatorio (acción microbicida activadora de los macrófagos) en un estado deficiente 

de vitamina A puede promover una respuesta inflamatoria excesiva, pero la suplementación con 

vitamina A puede revertir estos efectos. 
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Figura n°1 .Papel del ácido retinoico en las células inmunes. El ácido retinoico actúa en 

diferentes células del sistema inmune (innato y adaptativo). (A) Sin embargo, en un entorno 

inflamatorio (cuadro rojo), la PGE2 liberada durante la respuesta inflamatoria inhibe la 

enzima RALDH que se requiere para la síntesis de RA. Cuando se libera AR, actúa de la 

siguiente manera: (B) El AR, junto con las citoquinas inflamatorias, contribuye a la 

activación de las CD y la generación de células T efectoras; (C) El AR promueve la 

modulación de macrófagos, inhibiendo los mediadores inflamatorios y la liberación de TNF 

y NO; (D) El AR da inicio a las células inmunes innatas como las células linfoides innatas 

(ILC), que son necesarias para la formación de tejido linfoide. (E) El induce la expresión de 

las moléculas α4β7 y CCR9 en linfocitos e ILC y la orientación de estas células en el intestino 

y promueve el equilibrio de células Th17 / Treg en la GALT, asegurando la tolerancia, pero 

también es capaz de inducir Th17 en la presencia de infección e in fl amación; y (F) RA 

promueve la activación de los linfocitos B y su diferenciación hacia células plasmáticas 

secretoras (Mendonça et al, 2018). 

 

2.1.2. Metabolismo del ácido retinoico 
 

     Los vertebrados obtienen la vitamina A a través de la dieta, principalmente a partir de 

carotenoides de plantas o de carne (Bono et al., 2016). La captación inicial de la vitamina A en la 

dieta esta mediada a través de las células del epitelio intestinal (IEC) del intestino delgado, donde 

se esterifican a retinil esteres por la enzima retinol aciltransferasa (LEAT). Los retinil ésteres son 

llevados como quilomicrones hacia la circulación (Erkelens et al., 2017) y transportados a los 

tejidos objetivo o a los hepatocitos para su almacenamiento (células estrelladas hepáticas) donde 

se hidrolizan para formar el retinol para su almacenamiento (Harrison, 2012). Algunos ésteres de 

retinilo se almacenan fuera del hígado como gotitas de lípidos en las células intersticiales y en 

órganos como el pulmón, el riñón y el intestino (Blomhoff et al., 2006). 

     Cuando el organismo necesita AR, el retinol formado se une a la proteína de unión al retinol 

(RBP) en el hígado y se transporta a través de la sangre hacia las células diana (Azais - Braesco 

et al., 2000). Este complejo es captado por las células diana a través del receptor estimulado por 

el ácido retinoico 6 (STRA6) (Berry et al., 2012). En la célula objetivo, el retinol libre se hidroliza 

a retinaldehído mediante la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en una reacción reversible 

(Bono et al., 2016). Una segunda hidrólisis conduce a la formación irreversible a AR y está 

mediada por las deshidrogenasas de la retina (RALDH) específica de la célula (Mora et al., 2008). 

Se ha identificado RALDH en algunas células del epitelio intestinal, las CD y los macrófagos 

asociados con los ganglios linfáticos mesentéricos y las placas de Peyer. (Mora et al., 2008). El 
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AR puede permanecer en la célula diana o unirse a las proteínas de unión al AR (CRABP) 

celulares. Cuando se une a CRABPI, el AR se dirige a su degradación, mientras que CRABPII 

transporta al AR al núcleo, donde se une con los receptores nucleares (RAR y/o RXR) y promueve 

la transcripción de genes diana del AR (función autocrina) (Dong et al., 1999). Además, el AR 

puede salir de la célula y entrar en otra cercana (función paracrina) o continuar circulando en el 

cuerpo (Theodosiou et al., 2010).  

 

Figura n°2. Metabolismo del ácido retinoico (A) La vitamina A y sus precursores (β-

caroteno) obtenidos de la dieta se absorben por las células intestinales y se esterifican en 

retinil ésteres por la enzima lecitina retinol aciltransferasa (LRAT). (B) Los ésteres de retinilo 

están llenos de quilomicrones y entran a la circulación general donde finalmente se 

almacenan en el hígado como retinol. (C) El retinol se une a la proteína de unión al retinol 

(RBP) en el hígado y se transporta a través del torrente sanguíneo. Este complejo se reconoce 

a través del receptor estimulado por el ácido retinoico 6 (STRA6), que media la absorción 

de retinol extracelular al citosol. (D) En la célula objetivo, el retinol libre se hidroliza a 

retinaldehído mediante la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en una reacción reversible. 

Una segunda hidrólisis conduce a la formación irreversible a AR y está mediada por las 

deshidrogenasas de la retina (RALDH) para generar RA. (F) El RA se une a sus receptores 

nucleares (RAR y/o RXR) con el fin de regular la transcripción de varios genes diana 

(Mendonça et al, 2018). 
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2.1.3. Receptores del ácido retinoico 
 

     Los efectos del AR están mediados a través de su interacción con sus receptores nucleares, 

como los receptores del ácido retinoico (RAR) y los receptores X de retinoide (RXR), formando 

heterodímeros RAR – RXR que interactúan con los elementos que responden al ácido retinoico 

(RARE) en el ADN (Balmerand et al., 2002) para regular la transcripción de varios genes diana 

(Hall et al., 2011) (Schuster et al., 2008).  

     En los vertebrados generalmente forman heterodímeros; RAR comprende tres subtipos 

principales (α, β y γ) que interactúan con todas las formas del AR, mientras que RXR, que también 

tiene las subtipos (α, β y γ), interactúa principalmente con 9 – cis RA (Hjertson et al., 2003). La 

mayoría de las células expresan uno o más de los subtipos de RAR y RXR en varias 

combinaciones, lo que influye enormemente en la complejidad de la señalización de los 

retinoides.  

A. Receptores RAR  
 

     Los receptores de ácido retinoico (RAR) se aislaron por primera vez en virtud de su similitud 

de secuencia con otros receptores nucleares en la región de unión al ADN. Los RARα fueron 

clonados inicialmente por los grupos de Pierre Chambon y Ronald (Petkovich et al., 1987; 

Giguere et al., 1987). Poco después, se identificaron dos RAR adicionales (RAR β y RAR γ) 

(Evans, 2004; Chambon, 2004). Posteriormente fueron aislados en diversos tipos de vertebrados.  

     Cada subtipo de RAR presenta una sensibilidad diferente a diferentes concentraciones de AR: 

para activar los RARα se necesita altas concentraciones de AR, a diferencia de RARγ que requiere 

la menor cantidad de ligando para su activación (Bread et al., 2002).  

     Los receptores RARs tiene una organización de dominios bien definida y estructura que 

consiste en un dominio N-terminal variable (NTD) y dos dominios bien estructurados y altamente 

conservados, un dominio de unión a ADN central (DBD) y un dominio de unión al ligando C-

terminal (LBD) (Bastien y Rochette-Egly, 2004; Rochette-Egly y Germain 2009). Aunque estos 

receptores nucleares son muy similares en estructura, existen diferencias pequeñas entre ellos, las 

cuales están bien conservadas a lo largo de la evolución, lo que sugiere que cada RAR puede 

cumplir diferentes funciones (Petkovich, 1992). Asimismo, los diferentes subtipos se expresan 

diferencialmente en tejidos diana retinoides. 

A.1. RARα.  
 

     El GenBank describe 4 variantes para RAR α (x1, x2, x3 y x4) para alpacas. Se han hecho 

diversos estudios de acuerdo a las funciones e interacciones del subtipo de receptor retinoide 
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RARα. Estudios en murinos con deficiencia del receptor RARα evidenciaron características de 

deficiencia de vitamina A con disminución de la viabilidad, la deficiencia de crecimiento y la 

esterilidad masculina, debido a la degeneración del epitelio seminífero, así como otras 

malformaciones congénitas, como los dígitos de las hojas (Kin Ting Kam et al., 2012).  

     La supresión específica de RARα en células T lo identificó como la isoforma RAR esencial en 

el control de la diferenciación y acumulación funcional de efectores de la mucosa. Mostrando que 

RARα regula la regulación positiva inducidas por RA del receptor α4β7 y CCR9 en las 

células T CD4 + in vitro. Además, RARα también controla la supervivencia de las células 

T CD4 + tras la activación in vitro e in vivo (Guo et al., 2014). 

     Otro estudio demostró que la interacción RA-RARα es crítico para el mantenimiento del linaje 

de células Th1, demostrando que RA-RARα regula directamente la actividad potenciadora en los 

genes que definen el linaje de las células Th1 mientras reprime los genes que regulan el destino 

de las células Th17 (Brown et al., 2015). 

     Se demostró la participación de éste receptor en el establecimiento de la homeostasis de la 

mucosa intestinal en murinos, donde la eliminación de RARα dentro de los enterocitos reveló la 

alteración de la diferenciación y función de la barrera epitelial, generando un aumento notable en 

el número de células caliciformes y células de Paneth, así como en una disminución en el número 

de células enteroendocrinas, composición de la microbiota, además de la disminución de las ILC 

y de los folículos linfoides (que contienen células B) aislados en el colon. lo que afecta 

ampliamente la composición y la función del sistema inmunitario de la mucosa intestinal. (Jijon 

et al., 2019).  

     Estudios recientes determinaron los patrones de expresión del receptor RARα en niños con 

malformación anorrectal, tomando como muestras el intestino y recto de humanos recién nacidos 

y ratones con malformaciones anorrectales (ARM), siendo analizados por las técnicas de RT-

qPCR e inmunohistoquímica y la transferencia de Western, determinando la presencia 

intranuclear de los recetores RARα y su expresión en menor cantidad en muestras de recto de 

pacientes con ARM que en las muestras de pacientes controles (Wang et al., 2019).  

 

A.2. RARβ  
 

     A la fecha, se han descrito cinco variantes transcripcionales para RARβ en alpacas (GenBank, 

2018). Gatuua et al. (2019), demostró la participación del RARβ epitelial para el desarrollo y 

regulación de las respuestas inmunitarias adaptativas que dependen de la vitamina A, como el 

desarrollo de T CD4 + que estimulan el intestino y células B que producen IgA, así como la 

https://cellandbioscience.biomedcentral.com/articles/10.1186/2045-3701-2-11#auth-Richard-Kin_Ting_Kam-Aff1
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regulación de la producción de IL-17 por las células Th17. Ampliando el conocimiento sobre 

cómo el epitelio intestinal detecta el estado de la vitamina A en la dieta para controlar la 

inmunidad adaptativa dependiente de la vitamina A.  

     Varias investigaciones evidenciaron la pérdida progresiva de RARβ durante la carcinogénesis 

de los NSCLC (cáncer de pulmón de células no pequeñas) y si ausencia en la carcinogénesis de 

células epiteliales dando la hipótesis de que el receptor retinoico RARβ podría actuar como 

supresor tumoral (Brabender et al., 2005). Por ello se infería que activando éstos receptores se 

podría revertir éstos hecho, sin embargo, estudios posteriores demostraron que unas altas 

expresiones de dicho receptor en los tejidos tumorales están asociadas a un mal pronóstico. 

(Mauro et al., 2008). Esto puede estar explicado por la existencia de diferentes variables del 

mismo receptor (1, 2, 3, 4) (Chambon, 1996) (Zelent et al., 1991) los cuales tendrían diferentes 

funciones. Por ejemplo, la variable RARβ2 interviene en el crecimiento y la inducción de la 

apoptosis inducida por AR en células de cáncer de pulmón, mientras que RARβ4 parecería 

predisponer al tejido pulmonar a la hiperplasia y neoplasia (Berard et al., 1994). Si esto es así, 

niveles aumentados de RARβ4 podrían asociarse a peor pronóstico. 

A.3. RARγ 
 

     Se identificó por primera vez en murinos, expresados altamente en la piel (Krust et al., 1989). 

En la actualidad presenta dos variantes (1 y 2) (GenBank, 2008). Los ratones RARγ nulos 

muestran algunos defectos asociados con la deficiencia de vitamina A, que se puede revertir con 

el tratamiento con AR, demostrando que el RARγ media algunas de las funciones retinoides in 

vivo (Lohnes et al., 1993). En dicho estudio también se observaron defectos como dígitos 

palmeados, transformaciones homeóticas y malformaciones de las vértebras cervicales.  

 

2.2. La alpaca (Vicugna pacos) 
 

     Perú ocupa el primer lugar en el mundo en la producción de alpacas y vicuñas, y el segundo 

en llamas, después de Bolivia. Nuestro país alberga el 87% de la población mundial de alpacas 

seguido de Bolivia con el 9.5%. Según el Censo Nacional Agropecuario 2012, el Perú cuenta con 

3´685516 cabezas (Minagri, 2013). La población de alpacas se encuentra distribuida en 17 

departamentos, siendo Puno y Cusco los que concentran la mayor producción con 1´459.903 y 

545.454, respectivamente le sigue Arequipa (468 392), Huancavelica (308 586), Ayacucho (230 

910) entra otras regiones (Minagri, 2013). 

     Las alpacas contribuyen a la economía familiar del poblador andino y aporta a la seguridad 

alimentaria y nutricional, así como al ecoturismo (FAO, 2015). Además de ser una de las fuentes 
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principales de proteína para los grupos familiares que viven a más de 3 800 msnm, gracias a su 

buena adaptación a éstos entornos y la capacidad para enfrentarse a la variabilidad del cambio 

climático (FAO, 2017). 

Cuadro N.1 Taxonomía de la alpaca (Gentry et al., 2004). 

 

Reino Animalia 

Filo Chordata 

Clase Mammalia 

Orden Artiodactyla 

Familia Camelidae 

Género Vicugna 

Especie Vicugna pacos 

 

     La alpaca se utiliza principalmente por su fibra, siendo nuestro país el primer productor en 

cuanto a fibra en el mundo; respecto a su carne, está destacando en los últimos años debido al 

impulso en la gastronomía, su alto valor nutritivo y saludable en bajo contenido de colesterol, y 

su similitud con otras carnes rojas como la del vacuno y ovino, además de que se presta a 

innumerables operaciones. (MINAGRI, 2015). Además, es una fuente de fertilizante orgánico que 

garantiza la producción agrícola de subsistencia; y de subproductos (cuero, pieles, etc.). 

Asimismo, su crianza está vinculada con el empoderamiento de las mujeres que participan en la 

elaboración y comercialización de su fibra y las tareas de pastoreo (FAO, 2017).  

     Los primeros estudios citogenéticos y cromosómicos en la alpaca, han sido descritos 

recientemente (Ávila et al, 2014). En la actualidad, existen tres secuencias para el genoma 

completo de la alpaca disponible en el GenBank: VicPac1 (versión 1.0), VicPac2 (versión 2.0.1) 

y VicPac3.1 del ADN de una alpaca hembra Huacaya (Carlotta). El ensamblaje VicPac1, fue 

generado por el instituto Broad, el segundo, por la universidad de Washington y el VicPac3.1, por 

la University of Veterinary Medicine - Austria (Richardson et al., 2019); todos ellos mediante 

análisis bioinformáticos. 

2.2.1. La importancia de la ingestión del calostro en las crías de camélidos sudamericanos  
 

     Los camélidos sudamericanos al presentar una placenta epiteliocorial, que impide la 

transferencia pasiva de anticuerpos, nacen con hipogammaglobulinemia grave (Guerra et al., 

2014). La protección del sistema inmune de las alpacas neonatas se basa en la ingestión adecuada 

de calostro de buena calidad, así como una eficiente permeabilidad intestinal. Cuando hay una 
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falla en éstas dos variables, existe una reducción en la transferencia pasiva de anticuerpos, por 

ende un aumento en la mortalidad. 

     El calostro de diversas especies presenta gran cantidad de proteínas, vitaminas liposolubles E, 

A, K y carotenos; así como altos niveles minerales, sodio, zinc, hierro, azufre, potasio, selenio y 

manganeso. Su contenido de ácidos grasos se relaciona con la dieta materna (Salazar et al., 2009).  

El calostro es importarte para asegurar la inmunidad en el neonato, y uno de los componentes más 

importantes son las inmunoglobulinas, donde en alpacas destaca la IgG. Se ha demostrado en 

diversos estudios sus altas concentraciones durante los primeros 4 días post parto, la cual 

disminuyó significativamente desde el día 1 (26.319 ± 8.754.73mg/dl) hasta el día 4 (3848,8 

± 3475,91 mg/dl) (Mößler et al., 2022).  

2.3. Inmunidad en la mucosa intestinal 

     Nuestro organismo se encuentra protegido por mecanismos de defensa, específicos e 

inespecíficos, que conforman el sistema inmune; el cual cumple esenciales funciones como 

protección, vigilancia y el mantenimiento de la homeostasis del organismo. La mucosa intestinal 

es una interfase de nuestro cuerpo, y en ella podemos encontrar gran cantidad de moléculas 

extrañas, microorganismos comensales y otros patógenos (Tizard, 2009). Así, el sistema inmune 

de las mucosas cumple tres funciones primordiales: inducción de tolerancia, adaptación al medio 

y la de protección (Vega, 2007). 

     El sistema inmunitario gastrointestinal es uno de los más extensos y complejos (Tizard, 2009). 

Por su gran superficie de absorción de nutrientes, el tracto gastrointestinal es un lugar potencial 

para el ataque y la invasión de microorganismos patógenos. La inmunidad innata y adaptativa son 

dos mecanismos importantes para la protección de los organismos (Yuan y Walker, 2004). Dentro 

de la inmunidad innata existen barreras fisicoquímicas y celulares; y dentro de la inmunidad 

adaptativa participan los linfocitos intraepiteliales y de la lámina propia, placas de Peyer, 

citoquinas e Ig A secretoria (Mayer, 2003). 

2.3.1. Mecanismos protectores innatos de la mucosa 

     La inmunidad innata es la primera barrera que tiene nuestro organismo para defenderse de 

microorganismos invasores (Marshall y Arenas, 2003). El tracto gastrointestinal posee barreras 

fisicoquímicas de inmunidad innata que incluye movimientos peristálticos, secreción de moco, 

sales biliares, enzimas digestivas, sustancias antimicrobianas (como la lactoferrina, lisozima, el 

sistema de lactoperoxidasa y las α defensinas, proteínas secretadas, y células de defensa 

(epiteliales, dendríticas, polimorfonucleares, etc.) (Oppenheim et al., 2003; Weinberg et al., 1998; 

More et al., 2010). 

     La producción de saliva en la cavidad oral, ejerce un efecto mecánico de barrido en diferentes 

patógenos; contiene lisozima, con acción bactericida; lactoferrina, con acción bacteriostática, 
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impidiendo la utilización del hierro por los patógenos; aglutininas (mucinas, fibronectina, 2-

microglobulina); además de secretar inmunoglobulinas (Ig A, Ig M e Ig G) que bloquean la 

adherencia, aglutinan bacterias y neutralizan virus (Tizard, 2009). 

     El pH gástrico y duodenal, sirven como una barrera contra los patógenos; además de la 

microbiota bacteriana residente, la cual compite con los gérmenes patógenos por los nutrientes, 

produciendo sustancias bacteriostáticas, y manteniendo el pH y la tensión de oxígeno bajos en el 

tracto gastrointestinal (Tizard, 2009).  

     Los enterocitos son la primera barrera física de defensa en el tracto intestinal. Éstas células 

mantienen la integridad de la barrera al tener uniones estrechas entre ellas, además de que algunas 

producen moco que recubre el epitelio, evitando el contacto de las bacterias con el mismo (Vega, 

2007). Las células de Paneth secretan péptidos antimicrobianos como las defensinas alfa, quienes 

evitan la invasión de microorganismos a los enterocitos. Las enzimas proteolíticas presentan 

efectos que alteran la composición de antígenos (Mayer, 2003). Las células dendríticas 

localizadas en la superficie de la mucosa intestinal, median el inicio de la inmunidad 

antimicrobiana y la mantención de la inmunotolerancia. Los polimorfonucleares, fagocitan, 

ingieren y destruyen bacterias, hongos y parásitos por medio de mecanismos dependientes e 

independientes de O2. Todo esto forma una formidable barrera fisicoquímica que protege al 

organismo de potenciales patógenos (Colonna et al.., 2006). 

     La fagocitosis y la quimiotaxis son mediadas por la liberación de citoquinas pro- inflamatorias, 

como el factor de necrosis tumoral (TNF-A) y la interleucina 1 alfa (IL-1a) (Abbas et al., 2008). 

Bardales (2013) estudió la expresión del TNF-a y la IL-1a en la mucosa de crías de alpaca, 

teniendo como resultado una alta y creciente expresión durante las cuatro primeras semanas de 

vida, relacionándose a la ingesta paulatina de pasturas en la dieta del neonato, por tanto un 

enfrentamiento constante del sistema inmunológico. Además se observó un decrecimiento en su 

expresión en la semana quinta y sexta, relacionándolo al establecimiento de la flora intestinal y a 

la inmunotolerancia. 

2.3.2. Mecanismos protectores adaptativos de la mucosa intestinal 
 

     El sistema inmune adaptativo, a diferencia del innato, confiere memoria inmunológica de largo 

y corto accionar ante un nuevo ataque de patógenos reconocidos con anterioridad, además de 

poseer especificidad a algunos componentes bacterianos (Mayer, 2003).  

     Las Placas de Peyer (PP), principal sitio inductor de la respuesta inmune intestinal, constituye 

el GALT (tejido linfoide asociado a intestino). En su epitelio están presentes las células M 

encargadas de “muestrear” el contenido del tracto intestinal, desde del lumen hasta la cúpula de 

las Placas (Ramiro-Puig et al., 2008). Los antígenos endocitados por las células M son llevados a 
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las células dendríticas (DC), que expresan superficialmente el complejo de histocompatibilidad 

de tipo II (MHC-II), capacitándolas como células presentadoras de antígeno (APC). Después de 

la captación de antígenos, migran hacia la parte interna de las PP interactuando con los linfocitos 

T vírgenes (Hernández y Alvarado, 2001), Luego que se estimula los linfocitos T y B, proliferan 

y se desplazan a los ganglios linfáticos regionales (mesentéricos.). Posteriormente viajan a través 

de la sangre, y llegan a otras mucosas del organismo (glándula mamaria y los tractos respiratorio 

y genitourinario) (Tizard, 2009). Al llegar a las mucosas, se diferencian, convirtiéndose en células 

efectoras, ya sea linfocitos B (células plasmáticas productoras de anticuerpos) o linfocitos T 

(células productoras de citocinas) (Tizard, 2009).  

     Los linfocitos T vírgenes estimulados se diferencian en dos subpoblaciones: Th1 

(estimuladores de la respuesta inmune celular), o Th2 (estimuladores de la respuesta inmune 

humoral) (Abumohor, 2005). Cuando un patógeno activa a macrófagos o células NK (Natural 

Killer), provoca la producción de IL12 y así una respuesta de tipo Th1, induciendo una producción 

de IFN-γ e IL12 por los Th1 y la actividad citotóxica de las células NK. El IFN-γ estimula una 

respuesta inmune mediada por células y la destrucción de patógenos intracelulares (García-

Hernández et al., 2009). Los linfocitos th2 se activan usualmente por la infección por helmintos 

y la exposición a alérgenos; éstos secretan citocinas (IL4, IL5, IL13 y TGF- β). La IL4 y la IL13 

promueven en los linfocitos B activados el cambio de isotipo para la secreción de Ig G e Ig E. La 

IL 5 induce la diferenciación y el reclutamiento de eosinófilos y mastocitos en los tejidos, 

mientras que el TGF-β promueve la activación y diferenciación de los linfocitos B hacia células 

plasmáticas generadoras de IgA secretoria (Ramiro-Puig et al., 2008), la cual previene la 

adherencia de bacterias y virus a las superficies epiteliales, siendo eliminados por exclusión 

inmune (Favre et al., 2005).  

     En alpacas se determinó la expresión de IFN-γ e IL-2 (Th1) junto a IL-4 e IL-10 (Th2) desde 

el nacimiento, la cual presentó una cinética ascendente y gradual, alcanzando su máxima 

expresión entre la tercera y quinta semana de edad en animales sanos (Chiok, 2012). Dionisio et 

al.(2014) demostraron la expresión constante de IgA, en mucosa yeyunal en alpacas clínicamente 

sanas, hasta la cuarta semana de edad con disminución discreta en las semanas subsiguientes, a 

pesar de existir predominio de Th1. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3.1 Población y muestra 
 

     El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Microbiología y Parasitología Sección de 

Inmunología de la Facultad de Medicina Veterinaria, durante el mes de noviembre del 2018 y 

julio del 2019. 

    Se trabajó 5 muestras de sangre entera de alpacas adultas aparentemente sanas, sin distinción 

de raza o sexo, a fin de detectar el gen del receptor RARα en el ADN genómico de las alpacas. 

Éstas fueron obtenidas de alpacas criadas en Lima en el Laboratorio de Reproducción Animal 

de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM (Lima, Perú), y procesadas en diciembre 

del 2018.  

     También se trabajó 33 muestras yeyunales de crías de alpaca provenientes de la estación 

experimental de IVITA, en el Departamento de Cusco, provincia de Canchis, distrito de 

Maranganí: 30 muestras de alpacas de 1 a 47 días de edad, con ingestión de calostro, con el fin 

de determinar la expresión del receptor RARα, y 3 muestras yeyunales de recién nacidas sin 

ingestión de calostro que se utilizaron como calibradores para su cuantificación. Cabe resaltar 

todas las muestras se tomaron de animales aparentemente sanos, y conservadas en nitrógeno 

líquido (-196°C) en las campañas 2014 – 2015, además no se tomó en cuenta el sexo ni raza en 

ninguno de los casos.  

 

3.2. Elaboración de cebadores o primers. 
 

     Los primers fueron diseñados por la misma sección de Inmunología del Laboratorio de 

Microbiología y Parasitología de la Facultad de Medicina Veterinaria – UNMSM. Se utilizó el 

software Primer blast para la obtención de los primers de cada uno de los genes utilizando las 

secuencias establecidas en el Genbank que se muestran en el cuadro 2.  

Cuadro n 2. Oligonucleótidos diseñados para la qRT- PCR para los genes de RAR α. 

 

Gen 

diana 

Longitud 

(pb) ᵃ 

 

Secuencia de oligonucleótidosᵇ 

Tm  

(°C) ᵓ 

  
Genbank 

 

 

RARα 

 

108 

 

F: 5´ - TGAGGAACGACCGGAACAAG – 3´ 

 

 57 

 
 
XM 06214276.2 

 R: 5´- CTTTGCGCACCTTCTCGATG– 3´ 

  F: 5`ATCACTGCCACCCAGAAGAC 3` 60.32 Reyes et al, 2017 
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GADPH  201 R: 5`GCACGTCAGATCCACAACAG 3`  

 

ᵃ. pb: tamaño del producto expresado en pares de bases 

ᵇ. F (“primers” de avance), R (“primers” de regreso) 

ᵓ. TM: Temperatura de “melting” o de anillamiento “annealing” 

 

Cuadro N. 3 Oligonucleótidos diseñados para el secuenciamiento de los genes de RARα 

 

Gen 
diana 

Longitud 

(pb) ᵃ 

 

Secuencia de oligonucleótidosᵇ 

Tm  

(°C) ᵓ 

 

Genbank 

 

 

RARα 

 

650 

F: 5´ - AAGTGGGCATGTCCAAGGAG – 3´  

 57 

XM 
06214276.2 

 
R: 5´- CCGTTTCCGCACATAGACCT – 3´ 

 

ᵃ. pb: tamaño del producto expresada en pares de bases 

ᵇ. F (“primers” de avance), R (“primers” de regreso) 

ᵓ. TM o Ta: Temperatura de “melting” o de anillamiento “annealing” 

 

3.3. Obtención y procesamiento de muestras 
 

3.3.1. Aislamiento del ADN genómico de los Receptores RAR  
 

3.3.1.a. Aislamiento de la capa flogística 
 

Se trabajó 5 muestras de 5 ml de sangre entera obtenidas por punción yugular en tubos 

vacutainer con anticoagulante (EDTA), de 5 alpacas adultas, aparentemente sanas, sin distinción 

de sexo o raza. Posteriormente, se mezclaron las muestras para formar 2 pooles de igual 

volumen, cada uno su respectivo tubo Falcon, y ser centrifugados a 400 g por 5 min. Se obtuvo 

tres capas: la capa superior transparente (capa plasmática), una capa inferior roja (capa 

eritrocítica), y una capa blanca intermedia (capa flogística). Se colectó la capa intermedia, de 

cada tubo, utilizando una pipeta Pasteur y transfirió inmediatamente a un tubo Falcon. 

Finalmente se rotuló y fue almacenado en refrigeración para su uso inmediato. 
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3.3.1.b. Extracción del ADN genómico 
 

     Se tomó 200 μl del tubo conteniendo la capa flogística (leucocitos y plaquetas) para ser usado 

en la extracción de ADN genómico total. Se empleó el kit “PureLink™ Genomic DNA Mini 

Kits” (Invitrogen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN purificado fue 

almacenado a -20 °C hasta por 24 horas para su posterior uso en la PCR convencional.  

 

3.3.1.c . PCR convencional 
 

     Se realizó la PCR para identificar los genes de RAR en ADN genómico de los leucocitos 

sanguíneos. Se utilizó el “kit GoTaq® G2 Green Master Mix” (Promega, USA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, teniendo como molde el ADN extraído de la muestra y una mezcla 

con primers específicos para el gen RARα y buffer con la ADN polimerasa y los 4 nucleótidos 

en 25ul como volumen final. El protocolo utilizado fue: una desnaturalización inicial del ADN 

por 2 minutos a 95 °C y 30 ciclos de: 1.- Desnaturalización a 95°C por 30 segundos, 2.- 

Alineamiento a 50°C por 30 segundos, 3.- Extensión a 72°C por 1 minuto; y una extensión final 

de 72 °C por 5 minutos. Los productos obtenidos fueron revelados por electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% a 80 voltios por una hora. 

3.3.2. Aislamiento de ARNm de yeyuno 
 

3.3.2.a. Pre- tratamiento del tejido 
 

     Las secciones de los 33 yeyunos de las crías de alpacas, mantenidas en nitrógeno líquido (-196 

°C), se pesaron para separar 150 mg de tejido de cada muestra y se machacó en un mortero. 

Durante el proceso de machacado se adicionó pequeñas cantidades de nitrógeno líquido, para la 

homogenización de las mismas y mantenerlas a bajas temperaturas. Se transfirió cada muestra a 

un vial de 2 ml de micro centrifuga, adicionando 1ml de agua libre de nucleasas y llevándolo a 

vortex por 15 segundos y se conservó a -80 °C hasta la extracción del ARN total. Cada muestra 

fue rotulada para una adecuada identificación (ANEXO n°1). 

 

3.3.2.b. Extracción de ARN total 
 
     Se utilizó 300 µl de cada una de las muestras para la extracción de los ARN total. Éstas se 

colocaron en un tubo de microcentrífuga (Eppendorf) de 2 ml y se le agregó 900 µl del reactivo 

Trizol® Reagent (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento 

se basa en la utilización de una solución monofásica de fenol, hidroxiquenoleina (inhibidor de 

ARNasas) con isotiocianato de guanidina para romper la membrana celular, manteniendo la 
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integridad del ARN. Se homogenizó la muestra e incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. 

Luego se adicionó 240 µl de cloroformo y se homogenizó, incubándolo a temperatura ambiente 

por 5 minutos. Se centrifugó inmediatamente a 12000g por 15 minutos a 4°C, observándose luego, 

una separación en tres fases: una fase superior (transparente y acuosa) que contiene el ARN total 

extraído, una fase intermedia (ADN y proteínas) y una inferior rojiza (fenol, cloroformo). Se 

extrajo la fase acuosa y se trasladó a un microtubo estéril de 2 ml, precipitando luego el ARN 

total con 600 µl alcohol isopropílico frío, homogenizándolo e incubándolo inmediatamente por 

10 minutos en hielo. Se centrifugó el producto a 12000g por 10 minutos a 4°C, permitiendo la 

precipitación del ARN total, eliminando inmediatamente el sobrenadante; se procedió a lavar el 

precipitado con etanol frío al 75%, vortexear y nuevamente a centrifugar a 12000g por 5 minutos 

a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y dejó secar el pellet al medio ambiente por 5 a 10 minutos con 

la intención de que el etanol se evapore. Finalmente, el ARN extraído fue resuspendido en 30μl 

de agua libre de nucleasas, se adicionó ADNasas e inactivándola a 60°C durante 15 minutos. El 

producto final se alicuotó en tubos de 500 µl y se conservaron a -80º C hasta su uso en el RT-

qPCR. 

 

3.3.2.c. Síntesis de ADNc (Transcriptasa reversa) 
 

     El ARN total obtenido por muestra fue cuantificado con el kit “ARN Quant-iT ™” (Invitrogen, 

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante, y el fluorómetro Qubit™ (Invitrogen, USA). 

Luego, se realizó diluciones en agua libre de nucleasas con la finalidad de trabajar con 1 μg en un 

volumen de 2 μl por muestra.  

     Para la síntesis de ADN complementario, se empleó el “kit GoScript™ Reverse Transcription 

Sytem” (Promega, USA),  Éste kit utiliza la transcriptasa reversa a fin de generar ADNc a partir 

de moléculas de ARN. Además de dicho componente, el kit viene provisto de dNTP, hexámeros 

al azar (0,2 μM, concentración final), oligo (dT), buffer y sales para optimizar la reacción.  

     Los componentes de la reacción se prepararon como pre-mezcla. Ésta se conservó en hielo 

durante su preparación y antes del uso a fin de evitar el inicio de la reacción a temperatura 

ambiente. A continuación, se muestran las concentraciones finales en un volumen de 25µl por 

reacción/ muestra. 

Agua libre de nucleasas   0.6 µl x n*   

5 x Buffer    2. 0 µl x n    

 Mgcl2 (5mM)     1,2 µl x n    

 dNTPs 10 mM    0.5 µl x n    

 primer reverse    0.4 ul x n 

https://www.promega.es/resources/protocols/technical-manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol/
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Rt enzima     0.3 µl x n    

  TOTAL    5.0 µl x n   

  n = número de muestras a trabajar  

     Se dispensó 75 µl de pre mezcla en tubos individuales con 200µl de capacidad. Se añadió 5µl 

de ARN templado (1 µg de ARN total) de cada una de las muestras en los tubos correspondientes. 

Las muestras fueron llevadas al termociclador TurboCycler 2 Blue Ray BIOTECH (USA) 

utilizando el siguiente protocolo: 1 ciclo por 25°C durante 5 minutos y 42°C por 45 minutos y 

mantenidos a 4°C. El ADNc resultante se congeló a -80°C hasta el siguiente paso. 

 

3.3.2.d. qPCR Tiempo Real 
 

     Para éste paso se emplearon los oligonucleótidos diseñados por el propio laboratorio, ya 

mencionados en el Cuadro N.2. 

 

     El ADNc fue analizado previamente mediante qPCR cuantitativo en triplicados usando iQCybr 

Green Supermix (Bio-Rad). La cantidad inicial (SQ) de la muestra de ADNc se calculó con curvas 

estándar de primer específicas usando el Sofware de Análisis de información iCycler. El nivel de 

expresión de cada gen fue normalizado posteriormente al nivel de expresión de GAPDH (gen 

interno para la normalización de la cuantificación relativa) usando un método de curva estándar. 

     El ADNc obtenido de cada muestra se empleó como templado para la reacción de PCR. Se 

utilizó el “kit GoTaq® qPCR Master Mix” (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se preparó los master mix en tubos eppendorf de 2ml de capacidad, mezclando los 

componentes del kit, sin incluir el ADNc, en el siguiente orden y concentración para un volumen 

final de 20 μl por reacción: 

 

- Agua libre de nucleasas  7.0 μl x n 

- 2 x MasterMix   12.5μl x n* 

- Primer Forward (0.2 μM)  0.25μl x n 

- Primer Reverse (0.2 μM)  0.25 μl x n 

 

*n = número de muestras a trabajar. 

   

     Se adicionó 5 μl de ADNc (20 ng de ADNc) de cada una de las muestras, en los pocillos 

correspondientes. Finalmente los pocillos se introdujeron en el termociclador Qtower 

2.0/2.2 Real-Time PCR termal Cycler (analytkjena, Alemania) y se aplicó el siguiente 

protocolo: 95°C por 2 minutos y luego 40 ciclos de: 95ºC por 15 segundos, 57°C por 30 



 

23 

 

segundos y 72°C por 40 segundo, luego se programó la obtención de la temperatura de 

meeting del producto (Tm) elevando la temperatura de 0.06°C desde 72°C a 90°C como 

temperatura final y luego se retiraron las muestras del termociclador, manteniéndolas a 

refrigeración a 4°C 

 

     Los resultados se visualizaron y analizaron con el programa qPCRsoft de Analytikjena, 

el cual nos brindó los valores del Ciclo Umbral (Ct) y las temperaturas de disociación o 

Melting (Tm) de los productos obtenidos.  

 

3.3.2.e. Cuantificación Relativa. 
 

     Los datos obtenidos por la Rt – qPCR fueron empleados para la fórmula  para la 

obtención de la cuantificación de la expresión relativa de genes detectables  

 

3.4 Análisis de la información. 
 

     Este estudio es descriptivo, los resultados fueron expresados en porcentajes del total de 

muestras que resultaron positivas a la detección y expresión de las variantes de los receptores 

RARα. 
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IV. RESULTADOS 
 

4.1. Análisis de diseño de primers para RARα 

     Se analizaron los primers (foward y reverse) en el programa BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) y se determinó la especificidad de éstos (Anexos 2 y 3.) para las 4 variantes del 

receptor RARα (X1, X2, X3 y X4).  

4.2. Determinación de los genes de RARα 

     Del ADN total de leucocitos de alpacas adultas trabajados con PCR convencional y los primers 

diseñados de la isoforma del receptor RARα, se determinó la presencia del gen RARα, utilizando 

los primers para secuenciamiento y observando un producto único de 626 pares de bases (pb) 

(Figura n°3) en el gel de agarosa (1.5%). 

 

Figura N°3.- PCR convencional para el receptor RARα con la utilización de primers de 

secuenciamiento. Se observa la presencia de bandas de 626 pares de bases (2). 

 

 

4.3. Expresión del receptor RARα en la mucosa yeyunal de crías de alpaca 

4.3.1. Expresión del gen GAPDH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa) con expresión 

constitutiva 

     Se evaluó la expresión del gen GAPDH usado como control endógeno en la cuantificación 

relativa, determinando la viabilidad de las muestras. Todas las muestras obtenidas, muestran una 

Donde: 

1. Peso molecular 
2. Muestra A 
3. Blanco 
4. Peso molecular 
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curva de amplificación o Ct (Ciclo Umbral), en un rango de 27 a 37 (Fig. 4). La Tm (Temperatura 

de melting o disociación) de los productos de amplificación fue de 87±1 (Fig. 5) siendo constante 

la Tm en todos los productos amplificados, dando como resultado la amplificación de un producto 

único y específico. 

 

Fig. 4. Curva de amplificación (Ct) con el set de oligonucleótidos para GAPDH en intestino de 
alpaca. Los productos tuvieron un Ct entre 27 a 37. 

 

 

Figura 5. Curvas de disociación de los productos con el set de oligonucleótidos para el gen 
GAPDH en intestino de alpaca. La Tm tuvo un rango de 87±1°C. 

 

4.3.2. Expresión de receptores RAR α 

 

4.3. 2.1. Expresión del receptor RARα en RT- qPCR  

 

     Todas las muestras mostraron una Ct dentro de un rango de 23 a 25 lo cual determinó la 

expresión del receptor RAR α (Fig. 6). Los productos amplificados tuvieron valores de Tm entre 

81.7 y 82.3 (Fig 7), dando como resultado la amplificación de un producto único y especifico.  
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Fig. 6. Curva de amplificación (Ct) con el set de oligonucleótidos para RAR α en 
muestras de intestino de alpaca. Los productos mostraron una Ct entre 23 a 25.  

 

 

Fig. 7. Curvas de disociación (Tm) de los productos con el set de oligonucleótidos para el 
receptor RAR α en muestras de intestino de alpaca. Los valores de la Tm se presentaron dentro 
de un rango de 86±1°C 

 

4.4. Cuantificación relativa de ARNm del receptor RARα 

     Se empleó el método 2-ΔΔCt para comparar la expresión del ARNm del receptor RARα en 

yeyuno de crías de alpacas de diferentes días de nacidos frente a un calibrador (muestras 

yeyunales de crías recién nacida sin consumo de calostro) y la expresión del gen endógeno 

GADPH de cada muestra. Los ciclos umbrales (Cts) obtenidos de cada muestra sirvieron para 

obtener la cuantificación relativa de la expresión de ARNm de los RARα (ANEXO N° 4). 

Los niveles de expresión de los genes RARα se mostraron mayor en yeyunos de animales de 

2 y 3 días de edad (39 y166 veces más que el calibrador, respectivamente) seguido de un 

descenso entre los 5 y 41días; y un incremento en el día 47 (105 veces más que el calibrador) 

(Figura 8). 
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Edad expresada en días post nacimiento 

Figura 8. Niveles de expresión promedio de ARNm de RARα en mucosa yeyunal 
de crías de alpacas. Según análisis 2-ΔΔCt para la expresión de ARNm de RARα en 
mucosa yeyunal de crías de alpaca según edad (días post - nacimiento).  
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V. DISCUSIÓN 

 

     Nuestro organismo se encuentra protegido por mecanismos de defensa específicos e 

inespecíficos los cuales conforman el sistema inmune, cuyas funciones involucran además de la 

protección, la vigilancia y mantenimiento de la homeostasis del organismo (Vega, 2007). En el 

presente estudio demostramos como un primer paso, la presencia del gen del receptor RAR α 

dentro del genoma de la alpaca (Vicugna pacos) y además, la expresión de este gen en la mucosa 

yeyunal de la especie, vinculando su presencia con la importancia biológica que cumple en el 

mantenimiento, modulación de la respuesta inmune y la homeostasis de los tejidos epiteliales y 

de mucosa, tal como se demostró en anteriores investigaciones (Cassani et al., 2012). 

 

     El alineamiento de la secuencia de los primers, tanto foward (ANEXO N°2) y reverse 

(ANEXO N°3), del receptor RARα, indica una elevada especificidad del 100% para las 4 

variantes (X1, X2, X3 y X4) publicadas en el GenBank (NCBI, 2018). Los primers tuvieron un 

tamaño de 20 pares de bases, cumpliendo con los requerimientos para realizar una PCR con 

características estándar (Chou et al., 1992) y su ubicación en el gen del receptor RARα fue 

tomando en cuenta la región más conservada de éstas variantes; lo que se pudo evidenciar a través 

de los resultados de electroforesis, apreciándose en el gel de agarosa las bandas intensas que 

sugieren una gran cantidad de ARNm al inicio de la PCR. 

 

     Mediante la técnica de PCR convencional confirmamos la presencia el gen de RAR α en 

leucocitos sanguíneos, de acuerdo a lo planteado por Ávila et al. (2014) y Richardson et al. 

(2019). La presencia del amplificado en el gel de agarosa nos mostró un esperado de 626pb 

demostrando una alta especificidad al producto. Si bien es conocida la existencia del genoma 

completo de la alpaca (Vicugna_pacos-2.0.1) en la plataforma del GenBank, donde se predice el 

gen del RAR α, era necesario éste estudio realizado para comprobar su presencia. 

 

     Además de detectar el gen del RAR α en la mucosa yeyunal de las crías de alpaca, por la 

técnica de inmunohistoquímica, tal y como lo determinó Wang et al. (2019) en niños y ratones; 

la técnica de PCR nos permitió demostrar la viabilidad de los primers específicos diseñados para 

el secuenciamiento del receptor RAR α. 

 

     Los niveles de expresión de los genes RARα se mostraron mayor en yeyunos de animales de 

2 y 3 días de edad (39 y166 veces más que el calibrador, respectivamente) seguido de un descenso 

entre los 5 y 41 días; y un incremento en el día 47 (105 veces más que el calibrador). 
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      La alta expresión de éstos receptores en los primeros días de nacido se asocia a la transferencia 

placentaria de la vitamina A maternal hacia el feto. En humanos, ratones, ratas y monos se 

demostró que los retinoides atraviesan la barrera placentaria, además se sugiere que la placenta 

es un sitio de almacenamiento de la propia vitamina A hasta el desarrollo funcional del hígado 

(Spiegler et al., 2011).  

     Una estimulación con ciertos niveles de vitamina A y carotenos presentes en el calostro, puede 

generar la expresión de los RARa en los primeros días después del parto, ya que los seres vivos 

no sintetizan por sí mismos el ácido retinoico, si no que requieren de su consumo en la dieta diaria. 

La expresión de éstos receptores se va reduciendo durante los primeros 4 días, al disminuir la 

concentración de retinoides presentes; así como la implicancia de otros componentes del del 

calostro, como es la IgG (Mößler et al., 2022). 

      Además, es importante mencionar que el sistema inmunológico de los recién nacidos presenta 

una respuesta de tipo humoral (Th2), con una escaza respuesta tipo celular (Th1), lo que previene 

reacciones de aloinmunidad durante la gestación (Dowling, 2014).  

     Mientras el neonato se desarrolla, aumenta la ingesta de forraje y de patógenos externos, lo 

que genera un constante reto para el sistema inmunológico, modificando tanto la estructura como 

la función de la mucosa entérica (Rosadio et al., 2012); lo que se evidenció en anteriores estudios 

realizados en la mucosa intestinal de crías de alpaca, donde se expresa un incremento del TNF-α, 

IL-1α  (Bardález et al., 2013), IL17 (Herrera, 2012), IgA (Dionisio et al., 2014) y péptidos anti-

microbianos (More et al., 2011); en las primeras semanas de vida. Además, los mismos autores 

coinciden en una reducción paulatina de la expresión de éstas citoquinas y péptidos 

antimicrobianos entre la quinta y sexta semana de edad, sugiriendo la homeostasis y adaptación 

del sistema inmunológico al medio externo en ésta etapa de vida. La baja expresión de los 

receptores RARα entre los 5 y 41 días de edad, corrobora el estudio realizado por Brown et al., 

2015, quienes demostraron una baja predominancia Th1 (inmunidad celular), y una alta expresión 

de los genes que regulan TH7 (IL17). 

      Burga (2017) estudió la cinética de las citoquinas antinflamatorias IL-10 y TGF-β, y concluyó 

el aumento gradual de su expresión con la edad, determinando picos de expresión entre los 26 y 

47 días de vida (3era y 5ta semana) sugiriendo que su actividad antinflamatoria regula la 

inmunidad innata y adquirida en ésta etapa. Así mismo, el incremento en la TGF- β, sumado a la 

estimulación progresiva de ácido retinoico por parte de la ingesta alimentaria de forraje, 

coestimulan la expresión de la integrina α4β7, que junto a CCR9 favorece el tropismo intestinal 

de los linfocitos T (Zhang y Bevan, 2013) (Hermoza et al., 2018). Él presente trabajo demuestra 

la regulación por parte del receptor de ácido retinoico RARα corroborando lo antes encontrado 

por Guo et al. (2014), evidenciando una mayor expresión en el día 47. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Spiegler%20E%5BAuthor%5D
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     La especificidad de los productos amplificados del gen RARα en las muestras de yeyuno se 

determinó mediante la Curva de Melting (Tm). La temperatura de disociación de los productos 

obtenidos denota una alta especificidad de la RT PCR. Los resultados indican que las muestras 

tienen un solo producto (un solo pico de disociación) y posee un Tm con un rango de 86±1°C. A 

pesar que los productos pueden ser de las 4 variantes de RARα de alpaca predichas, éstas tienen 

un alto grado de conservación en tamaño y en secuencia. Los productos con una Tm con baja 

variabilidad indican un producto muy conservado, ya que esta Tm varía cuando se tienen 

diferentes secuencias o productos de distintos tamaños. 

     En alpacas, un inmunomodulador de la vitamina A, ha sido utilizado junto y como adyuvante 

de una vacuna oral contra Clostridium perfringes, donde Reyes et al. (2017) demostró el 

incremento de la producción de IgA y citoquinas asociadas IL-5, IL-6 y TGF-β. El gen RAR α 

expresado en el yeyuno de las crías de alpacas, junto a los estudios anteriormente mencionados, 

y los reportados en otras especies (Cassani et al., 2012; Jijon HB et al., 2019) evidencia la 

participación de este receptor en la respuesta inmune intestinal tanto innata como adaptativa; sin 

embargo, mayores estudios deben ser realizados para determinar los diferentes mecanismos e 

interacciones de dicho receptor con el AR y su implicancia en la respuesta inmune en las mucosas 

de los CSA.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

 

1. El gen del receptor RARα se encuentra presente en alpacas.  

2. El ARNm del receptor RARα se expresa en la mucosa yeyunal de crías de alpaca. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

 Realizar estudios con un mayor número de muestras y estratificar por edades, a fin de 

establecer una relación en cuanto a la edad y a la cuantificación relativa de los ARNm de 

RAR α en la mucosa yeyunal de las crías de alpaca. 

 Realizar estudios donde se compare el nivel de expresión de los ARNm de los RAR en 

mucosa yeyunal de crías de alpaca de diferentes edades, con el fin de establecer alguna 

relación con la inmunidad maternal. 

 Diseñar primers específicos para las otras isoformas RAR (γ y β) y determinar su 

expresión en la mucosa yeyunal de crías de alpaca. 
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IX. ANEXOS 

 

 

Anexo N° 1: Código de identificación de cada animal y edad en días de las crías de alpaca.  

 

IDENTIFICACIÓN EDAD 

Vpac 04 0 días  

Vpac 05 0 días  

Vpac 06 0 días  

ALP01 2 días  

ALP02 3 días 

ALP03 3 días 

ALP04 3 días 

ALP05 15 días 

ALP06 14 días  

ALP07 14 días 

ALP08 7 días 

ALP09 41 días 

ALP10 47 días 

ALP11 38 días 

ALP12 47 días 

ALP13 39 días 

ALP14 14 días 

ALP15 20 días 

ALP16 9 días 

ALP17 9 días 

ALP18 11 días 

ALP19 35 días 

ALP20 5 días 

ALP21 7 días 

ALP22 8 días 

ALP23 10 días 

ALP24 13 días 

ALP25 26 días 

ALP26 14 días 

ALP27 19 días 

ALP28 20 días 
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ALP29 25 días 

ALP30 40 días 

 

Reseña: Vpac = Calibrador o alpaca recien nacida (0 días) 
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Anexo N.2.Alineamiento de los primers Foward para la evaluación de RARα en intestino de 

alpaca 
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Anexo 3. Alineamiento de los primers revers para la evaluación de RARα en intestino de alpaca  
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ANEXO 4. Resultados de la cuantificación relativa del ARNm de los receptores de RARα en la mucosa yeyunal de crías de alpaca (Vicugna pacos) con 
respecto al calibrador 

 
 

Muestras 

 
 

CT1 

 
 

CT2 

 
 

CT X 

 
Ct RARa 

de la 
muestra 

 
Ct GAPDH 

 
Ct RARa del 
Calibrador 

 

 
Ct GAPDH 

 
Resta 

 
2 -(△△ct) 

 
Edad 
(días) 

alp01 22.5800 23.4200 23.0000 23.0000 31.4000 23.9900 27.12 -5.27 38.59 2 
alp02 22.5000 20.9000 21.7000 21.7000 33.1400 23.9900 27.12 -8.31 317.37 3 
alp03 22.5700 23.4300 23.0000 23.0000 31.4000 23.9900 27.12 -5.27 38.59 2 
alp04 22.6400 22.5000 22.5700 22.5700 28.4000 23.9900 27.12 -2.70 6.50 3 
alp05 23.4800 23.9800 23.7300 23.7300 30.4600 23.9900 27.12 -3.60 12.13 14 
alp06 23.4700 23.9800 23.7250 23.7250 30.4600 23.9900 27.12 -3.61 12.17 14 
alp07 22.7800 21.9900 22.3850 22.3850 29.0900 23.9900 27.12 -3.58 11.92 14 
alp08 26.9800 27.1200 27.0500 27.0500 34.1900 23.9900 27.12 -4.01 16.11 7 
alp09 24.1900 25.7400 24.9650 24.9650 29.0600 23.9900 27.12 -0.96 1.95 41 
alp10 22.1300 22.1300 22.1300 22.1300 31.9700 23.9900 27.12 -6.71 104.69 47 
alp11 22.1200 22.1300 22.1250 22.1250 31.9700 23.9900 27.12 -6.72 105.05 47 
alp12 24.1800 25.7300 24.9550 24.9550 29.0600 23.9900 27.12 -0.97 1.97 41 
alp13 21.7800 21.6700 21.7250 21.7250 29.3500 23.9900 27.12 -4.50 22.55 7 
alp14 24.8000 24.9800 24.8900 24.8900 31.2800 23.9900 27.12 -3.26 9.58 11 
alp15 26.8000 26.4700 26.6350 26.6350 30.1000 23.9900 27.12 -0.33 1.26 5 
alp16 22.6500 22.5000 22.5750 22.5750 33.1400 23.9900 27.12 -7.44 173.04 3 
alp17 26.9000 26.4700 26.6850 26.6850 30.1000 23.9900 27.12 -0.29 1.22 7 
alp18 24.9800 24.8000 24.8900 24.8900 31.2800 23.9900 27.12 -3.26 9.58 11 
alp19 22.1200 22.1400 22.1300 22.1300 31.9700 23.9900 27.12 -6.71 104.69 47 
alp20 26.2500 26.2600 26.2550 26.2550 30.1100 23.9900 27.12 -0.72 1.65 5 
alp21 21.7900 21.6800 21.7350 21.7350 29.3500 23.9900 27.12 -4.49 22.39 7 
alp22 22.7900 21.9800 22.3850 22.3850 29.0900 23.9900 27.12 -3.58 11.92 14 



 

2 

 

alp23 21.7900 21.6700 21.7300 21.7300 29.3500 23.9900 27.12 -4.49 22.47 7 
alp24 22.1300 22.1300 22.1300 22.1300 31.9700 23.9900 27.12 -6.71 104.69 47 
alp25 21.8000 21.6600 21.7300 21.7300 29.3500 23.9900 27.12 -4.49 22.47 7 
alp26 23.4600 23.9800 23.7200 23.7200 30.4600 23.9900 27.12 -3.61 12.21 14 
alp27 22.1100 22.1500 22.1300 22.1300 31.9700 23.9900 27.12 -6.71 104.69 47 
alp28 26.2200 26.2600 26.2400 26.2400 34.1900 23.9900 27.12 -4.82 28.25 9 
alp29 22.1200 22.1500 22.1350 22.1350 31.9700 23.9900 27.12 -6.70 104.33 47 
alp30 24.1800 25.7200 24.9500 24.9500 29.3500 23.9900 27.12 -1.27 2.41 41 

           

 

 

 

 

 


