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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la expresion génica de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, TGF-B y el factor transcripcional GATA3 en la mucosa intestinal de crias de
alpacas clinicamente sanas de 2 a 47 dias de edad. Para lo cual se formaron grupos etarios
conformados por alpacas de 2 a 8 dias (grupo 1), 10 a 21 dias (grupo 2) y 26 a 47 dias de
edad (grupo 3) sin importar sexo, raza y desprovistos de signos clinicos de enfermedad. Se
tomo la porcién media del yeyuno de cada animal de las cuales se extrajeron el ARN total
y se realizo la técnica RT-PCR en tiempo real con cebadores especificos para los genes en
estudio. La expresion de genes fue determinado por el método comparativo 2% Ct usando
como gen enddgeno a Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)y como
calibrador fetos de 11 meses. La expresion de los genes de las citoquinas y el factor de
transcripcion se caracterizo por un temprano incremento de la expresion en todos los genes
en evaluacion en los animales de 2 a 8 dias de edad y una mayor expresion en los animales
de 10 a 21 dias, asocidndose al desarrollo del sistema inmune y a una respuesta estimulada
por la colonizacién de microorganismos del ambiente. En los animales de 26 a 47 dias de
edad la expresion de los genes de IL-4, IL-5 y GATA3 se vio reducida ligeramente y la
expresion de los genes de IL-10 y TGF-f siguié incrementidndose; ambas respuestas
inmunes estarian asociadas a un proceso de adaptacion y regulacién frente a los
microorganismos saprofitos y antigenos alimenticios. Sin embargo, IL-6 sigue aumentando
su expresion en los animales de 26 a 47 dias de edad, asocidndose a una respuesta
inflamatoria contra patdgenos del ambiente. El anélisis histopatolégico mostré un aumento
de individuos con presencia de leve enteritis catarral aguda difusa al aumentar la edad,
alcanzando un 84% (5/6) en los animales de 26 a 47 dias de edad, asociado a la presencia
de patdégenos como Cryptosporidium spp y Eimeria spp encontrados en este andlisis,

influyendo en la expresion de los genes de las citoquinas en estudio.

Palabras clave: Alpaca, Vicugna pacos, Linfocitos Th2, Citoquinas, Intestino.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the gene expression of cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, TGF-f and the transcription factor GATA3 in the intestinal mucosa of clinically
healthy alpaca crias from 2- to 47-days old. Were taken alpacas of 2-to 8-days old (group
1), 10-to 21-days old (group 2) and 26-to 47-days old (group 3) regardless sex, race and
without clinical signs of disease. Was sampled the midportion of jejunum of each animal.
The samples were processed for obtain the total ARN and execute the real time RT-PCR
with specific primers for genes of this study. Gene expression analyzing was done using
the comparative 2-**Ct method, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as housekeeping gene and fetus of 11 moths was used as calibrator. The
expression of cytokines gene and transcription factor was characterized by an early
increased expression in all genes tested in animal from 2-to 8-days old and increased
expression in animals from 10-to 21-days old, associated to the development of the
immune system and the response stimulated by microbial colonization of the environment.
In animals from 26-to 47-days old, the gene expression of IL-4, IL-5 and GATA3 was
reduced slightly and the gene expression of IL-10 and TGF-f§ continued to increase, both
immune responses would be associated to an adaptation process and regulation against the
saprophytic organisms and food antigens. However, IL-6 continues to increase its
expression in animals from 26- to 47-days old, being associated with an inflammatory
response against pathogens in the environment. Histopathological study showed an
increase in individuals with mild acute catarrhal enteritis diffuse with increasing age,
reaching 84% (5/6) in animals from 26- to 47- days old, associated to the presence of
pathogens such as Cryptosporidium spp and Eimeria spp found in this analysis, influencing

the gene expression of cytokine under study.

Keywords: Alpaca, Vicugna pacos, Lymphocyte Th2, Cytokine, Intestine.
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ABREVIATURAS

APC. Antigen presenting cell.

DC: Dendritic cell.

CD: Cluster of differentiation

Ct: Ciclo threshold o ciclo umbral

CpG: Citocina-fosfato-guanina

GALT: Gut associated lymphoid tissue

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor
Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

ILC: Innate lynphoid cells

IRF4: Interferon regulatory factor

JAK: Janus kinase tyrosine

LT: Linfocito T

MadCAM: Mucosal vascular addressin cell adhesion molecule
MHC: Major histocompatibility complex

NFAT: Nuclear factor of activated T-cells

PCR: Polymerase Chain Reaction

STAT: Signal transducer and activator of transcription
TGF-B: Transforming growth factor f

Tm: Temperatura de melting o disociacion.

Th: Linfocito T helper o T colaborador
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I. INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos son animales domésticos ancestrales de gran importancia
econdmica, social y cultural siendo una de las principales fuentes econdémica del poblador
alto andino y el animal mds adaptado al ecosistema de esta regién. Sin embargo, uno de los
principales limitantes para el buen desarrollo de la crianza de la alpaca son los problemas
entéricos de origen infeccioso que representan un gran porcentaje de morbilidad y
mortalidad en las crias, reduciendo la eficiencia productiva y generando grandes pérdidas

econdmicas a los criadores (Ameghino 1991).

Los diversos problemas entéricos de origen infecciosos son controlados por la inmunidad
de mucosa intestinal. Esta es la primera linea de defensa frente a la colonizacién y
proliferacién de patdgenos; sin embargo, todavia se conoce poco sobre el desarrollo y
establecimiento de la respuesta inmune de mucosas en alpacas. A pesar de existir estudios
anteriores de algunas citoquinas, solo evalian 2 citoquinas por trabajo, siendo ese su
principal limitante. Por esta razén, se forma un gran proyecto en el que se investiga en
conjunto la expresion genética de las principales citoquinas del perfil Thl, Th17, Th2 y la
evaluacion de la respuesta inmune frente a diferentes inmundgenos en mucosa intestinal en
crias de alpacas, siendo el presente estudio enfocado solo en la evaluacién de citoquinas de
la respuesta inmune humoral (perfil Th2) en mucosa intestinal de crias de alpaca. Este
estudio se realiza como linea base para la descripcioén de la cinética normal del desarrollo
inmunoldgico y como base para la generacion de alternativas terapéuticas y preventivas
que se valgan de estos mecanismos a fin de mejorar la respuesta inmune y controlar
eficientemente a los agentes patégenos. Asimismo, este trabajo incluye un andlisis
histopatoldgico con la finalidad de conocer el estado del intestino de los animales en

estudio.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. La alpaca

La alpaca (Vicugna pacos) es un camélido sudamericano doméstico que constituye un
recurso genético de gran importancia social, econdmica y cultural para las regiones alto
andinas de Sudamérica. Provee productos de alta calidad, como son la fibra y la carne,
produciéndolas con gran eficiencia a pesar de contar solo con pastos pobres propios de las
alturas. Ademads, ofrece subproductos como pieles y cueros que tienen multiples usos
industriales y artesanales. A menudo, constituye el inico medio de subsistencia de un vasto
sector de la poblacion alto andina donde no es posible la agricultura ni la crianza de otras

especies de animales domésticos (FAO, 2005).

Las alpacas se clasifican taxonémica en Reino Animallia, Filo Chordata, Clase Mammalia,
Orden Artiodactyla, Suborden Tylopoda, Familia Camelidae, Tribu Lamini, Género
Vicugna, Especie Vicugna pacos. Estudios de 4cido desoxirribonucleico (ADN)
mitocondrial y microsatélites han sugerido que la vicufia (Vicugna vicugna) es el ancestro
de la alpaca (Vicugna pacos) y el guanaco (Lama guanicoe) es el ancestro de la llama

(Lama glama) (Kadwell et al. 2001).

Existen dos razas de alpacas, la raza Huacaya y la raza Suri. La raza Huacaya es la mds
abundante correspondiendo al 80% del total de alpacas en el Peru y se caracteriza por tener
fibra de crecimiento perpendicular al cuerpo. La raza Suri tiene una menor poblacion y se
caracteriza por tener fibra lacia, ligeramente ondulada que cae a los costados del animal

(Pezo, 2010).

El Peru tiene una poblacién total de 3'685,542 cabezas. La poblaciéon de alpacas de raza
Huacaya es 27909,212 y la de raza suri es de 442,013. El 55% de la poblacion de alpacas se

encuentran en el departamento de Puno y la diferencia del 45% se encuentra en los



departamentos de Cusco, Huancavelica, Arequipa, Ayacucho, Apurimac, Moquegua,

Tacna, Junin, Lima, Pasco, Cajamarca y Ancash (INEI, 2012).

Uno de los principales limitantes para el desarrollo econémico de las actividades pecuarias
en el mundo andino son las enfermedades infecciosas, siendo las de mayor impacto
sanitario los procesos entéricos y las neumonias agudas de origen multifactorial,
produciendo una elevada mortalidad principalmente en neonatos hasta 30 dias de edad.
(Ameghino y DeMartini, 1991). La mortalidad neonatal asociada a procesos infecciosos
entéricos estd relacionada a un grupo de patégenos denominado complejo entérico
neonatal. Este complejo estd constituido por Clostridium perfringens tipo A 'y C como el
agente prevalente en fatalidades asociadas con enterotoxemia, cepas de E. coli patogénicas
(enteropatogénicas y enterohemorragicas), Giardia intestinalis coexistiendo con cepas de
E. coli enteropatogénicas, Eimeria spp, Cryptosporidium spp asi como un coronavirus

similar al virus bovino (Rosadio et al., 2012).

Entre las enfermedades entéricas mas importantes que afectan a las alpacas, tenemos a la
enterotoxemia. La enterotoxemia produce elevadas tasas de mortalidad neonatal, pudiendo
llegar hasta el 70% en algunos centros de crianza alpaquera del Peru. El agente causante de
la enfermedad es el Clostridium perfringens, siendo el tipo A €él més involucrado; aunque
también han sido reportados los tipos C. La virulencia de esta especie estd dada por la
presencia de exotoxinas, las cuales también determinan el genotipo de la cepa. Asi, el tipo
A posee solo la toxina a; el tipo B las toxinas a, By g; el tipo C las toxinas a y f;

(Hurtado, 2011).

Las investigaciones realizadas sobre enterotoxemia de las alpacas en el Perd demostraron
que la mayoria de las cepas son de Clostridium perfringens tipo A, conteniendo
tnicamente el gen cpa de la toxina a. Solamente el 0.4% tiene genes cpa y cpb de las
toxinas a y B (genotipo C). En andlisis paralelo, se encontrd que el 8.5% de los genotipos
A contenian adicionalmente el gen cpb2, pero ninguna cepa tenia el gen cpe de la
enterotoxina. Estos resultados evidencian que las exotoxinas secretadas, y no las
endotoxinas (cpe), serian los probables factores de virulencia clostridiales en la
enterotoxemia de la alpaca. Adicionalmente, en el andlisis histopatoldgico de intestinos
afectados por la enterotoxemia, el 30.6% de las muestras presentd abundantes estructuras

parasitarias inmaduras correspondientes a Eimeria macusaniensis, afectando la mucosa y



epitelio de las gldndulas cripticas intestinales, sugiriendo a las infecciones coccidiales
como uno de los posibles factores desencadenantes de la enterotoxemia (Rosadio et al.,

2012).

2.2. Inmunidad en Camélidos Sudamericanos

Los camélidos sudamericanos como especie han demostrado poseer caracteristicas tnicas
que lo diferencian de las demds especies de mamiferos. Asimismo, el sistema inmune no es

diferente a esta situacion, mostrando algunas caracteristicas tnicas.

Las inmunoglobulinas de camélidos difieren estructuralmente de las inmunoglobulinas
tradicionales al carecer de la cadena ligera y de la primera regién constante de su cadena
pesada (CH1), por lo que son denominados anticuerpos de cadena pesada o heavy-chain
antibodies (HCAbs). En todos los camélidos la IgG tiene 3 subtipos, la IgG1 con estructura
convencional de anticuerpo (con cadenas pesadas y ligeras) correspondiendo al 25% de
IgG sérica, las IgG2 e IgG3 que carecen de cadenas ligeras y estdn presentes en 75% de la
IgG sérica en camellos y en 50% en llamas (Daley et al 2005). En el afio 2000, Harmsen e?
al investigan la estructura de las inmunoglobulinas de Llama, encontrdndolas funcionales y
carentes de la cadena ligera y de la primera region constante de la cadena pesada (CH1), al
igual que en otros camélidos; esta caracteristica brinda al dominio variable de la cadena
pesada una region adyacente a la bisagra. La region variable es denominada variable
domains of the HCAbs o dominio variable de las HCAbs (VHH). La ausencia de la region
variable de la cadena ligera es compensado por las regiones determinantes de la
complementariedad extendida o complementarity-determining regions (CDR) que provee
una adecuada unién a la superficie del antigeno y demuestra afinidad comparable con los

anticuerpos convencionales (De gens et al., 2006).

A pesar del pequefio tamafio de las inmunoglobulinas de camélidos y més ain que los
homodimeros del VHH forman un paritopo mdas pequefio que las inmunoglobulinas
convencionales, la especificidad y afinidad es comparable con las de otras
inmunoglobulinas convencionales. Este pequefio tamafio y su estructura le otorgan ventajas
terapéuticas como una rapida penetracion tisular, una facil manipulacion genética debido a

que estdn constituidos por un solo gen, alta estabilidad fisicoquimica debido a su eficiente



plegamiento, reconocimientos de sitios antigénicos ocultos debido a su pequefio tamaifo y
su flexible CDR3. Estas Inmunoglobulinas son usadas como tratamiento de diversas
enfermedades como el mal del suefo (Tripanosoma cruzi), diarrea infantil (Rotavirus),
diarrea de los lechones (Escherichia coli) (Harmsen y De Haard, 2007) y mostrando una

excelente capacidad de neutralizacién contra el virus de VIH (McCoy et al., 2014).

A pesar de ser animales con caracteristicas tnicas, la composicidn leucocitaria es similar a
la de los bovinos, compuesto principalmente por células B (sIg") (31%=%8 S.D), células T
af (27%+12 S.D.), células T y8 WC1" (16%=11 S.D.) y monocitos (5-16%) (Davis et al.,
2000). Siendo los pardmetros celulares sanguineos normales en llamas los siguientes:
Eritrocitos 10.8 — 17.1 x 106/u1, leucocitos 7.5 — 23.8 x 10°/ul, plaquetas 200 — 600 x
10°/ul (Wernery, 1995)

Asi como en los bovinos, equinos y ovinos, los camélidos sudamericanos tienen una
placenta epiteliocorial el cual no permite la transmisiéon materno-fetal de Igs durante la
gestacion. Por esta razén, los camélidos sudamericanos nacen hipogammaglobulinémicos
teniendo valores de IgG en plasma indetectables, siendo el epitelio intestinal de los
camélidos un importante medio de absorcion de grandes moléculas como las Igs durante
las primeras 24 horas de vida (Fowler y Olander, 1990). Vale la pena mencionar que la
vida media de la IgG calostral en plasma de una llama recién nacida es de 15.7 dias, siendo
este valor similar para las alpacas (Weaver et al., 2000). Por otro lado, la concentracion en
plasma de las HCAbs declina mas rapidamente que la IgG convencional. Las HCAbs
(IgG2 e IgG3) se reducen en un 50% en 14 dias, mientras que la IgG1 se reduce en un 50%
en 20 a 25 dias (Daley-Bauer et al., 2010). Caggiano et al en el 2014 encuentra que el
calostro de alpacas tiene en promedio 17.03mg/ml de IgM, 42.55 mg/ml de IgG total,
24.35mg/ml de Ig G1 y 18.19 mg/ml de HCAbs, siendo Ig G1 el mas abundante en el

calostro y las HCABs la segunda fraccién mds importante.

2.3. Inmunidad de mucosa intestinal

La inmunidad de mucosa intestinal es el sistema inmune mas complejo y abundante de los
seres vivos. Tiene una importante funcién de discriminacién entre los microorganismos
patégenos, microorganismo de la flora comensal y antigenos inocuos propios de la dieta

alimenticia. (Fainboim y Geffner, 2011).



La inmunidad innata de la mucosa intestinal estd compuesta por una eficiente barrera
epitelial compuesta de enterocitos, células caliciformes y células de Paneth que trabajan
colectivamente para reducir la carga bacteriana en la interfaz entre el lumen y el epitelio.
La barrera epitelial separa el lumen intestinal altamente colonizado de la ldmina propia. La
lamina propia es un tipo especial de tejido conectivo que es practicamente estéril y
contiene varias células inmunes. El epitelio maximiza la absorcion de nutrientes al tiempo
que evita el paso de componentes inadecuados (microorganismos y alimentos pro
inflamatorios) a través de uniones estrechas que unen a los enterocitos obteniendo una
barrera impermeable. Ademas, las células de Paneth y células caliciformes en el epitelio
contribuyen a las defensas inmunitarias apoyando la funcién de barrera epitelial. Las
células de Paneth se localizan en las criptas y producen una gran variedad de agentes
antimicrobianos tales como defensinas, criptidinas y catelicidinas que impiden el contacto
cercano de los microorganismos con las células proliferativas en las criptas. Las células
caliciformes producen mucinas que forman una capa protectora sobre el epitelio y evitan el

contacto directo con microorganismos luminales (Bron et al., 2012).

La inmunidad adaptativa en la mucosa del intestino estd constituida por el GALT (Gut-
Associated Lymphoid Tissue) y se divide en organizado y difuso. El GALT organizado,
con una importante funcién inductora, estd constituido por foliculos linfoides aislados y
foliculos linfoides asociados como las placas de Peyer y ganglios linfdticos mesentéricos.
El GALT difuso, con una importante funcion efectora de la respuesta inmune, esta
conformado por poblaciones de linfocitos dispersas en el entramado epitelial (linfocitos
intraepiteliales) o en la ldmina propia intestinal (linfocitos de la ldmina propia) (Mowat et
al., 2004). En los corderos, las placas de Peyer ileocecales son 6rganos linfoides primarios
e incrementan de tamafo desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad, para involucionar
desde entonces; por el contrario, las placas de Peyer yeyunales son érganos linfoides

secundarios y persisten sobre toda la vida del adulto (Tizard, 2013).

Los antigenos luminales pueden penetrar la mucosa intestinal y alcanzar el GALT a través
de distintas vias. La entrada a través de células M constituye la via mds importante
localizado en el epitelio asociado a foliculos linfoides, no desempefian ningtn papel en la
digestion o absorcién ya que han reducido el borde en cepillo en la superficie apical y la
falta de actividad enzimatica; ademds, presenta membrana apical disefiada para favorecer

la adhesion y captacion de antigenos luminales como macromoléculas, particulas



adhesivas, inmunoglobulinas, virus y bacterias. La internalizacién de los antigenos
luminales por las células M se realiza mediante endocitosis y se transportan a través de
vesiculas hacia la membrana basolateral, este proceso depende de la temperatura
inhibiéndose a 25 °C o menos. La membrana basolateral presenta una invaginacién que
alberga células presentadoras de antigenos y linfocitos (Deshmukh er al., 2012). Los
enterocitos también son capaces de captar, procesar y presentar antigenos solubles que
llegan a la superficie celular (Hershberg y Mayer, 2000). La captacion de antigenos
luminales también puede producirse mediante un mecanismo paracelular, donde las células

dendriticas proyectan sus dendritas hacia el lumen intestinal. (Rescigno et al., 2001).

El GALT contiene diferentes tipos de leucocitos y estos drenan a los ganglios linfaticos
mesentéricos. Las placas de Peyer y foliculos linfoides aislados, ubicados a lo largo del
intestino, contienen los tipos de células necesarias para generar una respuesta inmune
incluyendo células dendriticas, macréfagos, linfocitos B y T. Los ganglios linfaticos
mesentéricos drenan a través de vasos linfaticos aferentes de estas dreas y proporcionan un
lugar para las respuesta inmune adquirida contra la microbiota intestinal. Los linfocitos
activados en estos sitios inductivos migran fuera del GALT a través del conducto toracico,
entran a la circulacién y migran a diferentes tejidos linfoides asociados a mucosa (MALT).
Los linfocitos vuelven a los GALT donde fueron activados, debido a la presencia de
integrinas 047, que se unen a la proteina MadCAM -1 expresada en las células
endoteliales de las vénulas post capilares en la lamina propia del intestino (Green- Johnson,

2012).

La exclusién inmune es un proceso en el cual se evita la invasién de microorganismos a
través de la produccion de IgA, este proceso es mediado por citoquinas secretadas por las
células Th2. Las citoquinas involucradas en este proceso son TGF-f, citoquina clave para
inducir el cambio de isotipo para la produccion de IgA; IL-4 e IL-5, estimulando la
proliferacion de células B activadas; IL-6, es esencial para la diferenciacion a células
plasmaticas (Tizard, 2013); IL-10 también de importante rol en este proceso de

diferenciaciéon y multiplicacion (Itoh y Hirohata, 1995) (Figura 1).



IL-4 IL-5 IL-10

e, /5 55N

o
Linfocits — Proliferacion ——— ))\ —IgA
Ll - it ole
° /' f

Th2 TGF-B IL-6

.
Cambio Diferenciacion
algA terminal

Figura 1. Citoquinas involucradas en el control de la produccién de inmunoglobulina A
(Tizard, 2009).

2.4. Inmunidad de mucosa intestinal en Alpacas

Las alpacas se enfrentan constantemente a diferentes patdgenos entéricos, los cuales se
encuentran asociados constantemente, provocando enteropatias con altas tasas morbilidad
y mortalidad. Por esta razén, se han realizado diversas investigaciones con el fin de
elucidar los mecanismos de defensa inmune en el intestino de alpacas, sin embargo todavia

son muchas las dudas por resolver.

More et al en el 2011, estudia la expresion de péptidos antimicrobianos (a y  defensinas)
en mucosa yeyunal de alpacas clinicamente sanas de 1 a 7 semanas de vida, encontrando
una expresion ascendente a partir de la 3era semana de vida aproximadamente, posterior a
esta semana se encuentra un descenso en la expresion en la 5ta semana de vida y a partir de
esta semana se encuentra una expresion constante hasta la 7ma semana de vida, mostrando
una fuerte respuesta inmune inicial para luego pasar por un proceso de adaptacion,
encontrando un equilibrio a partir de la Sta semana. Siuce ef al en el 2015, también estudia
la expresion de o y B defensina pero en mucosa yeyunal de crias de alpacas con
enteropatias, encontrando una expresion muy variada y elevada. La misma cinética de
expresion encontrada por More et al en el 2011 al evaluar la expresion de péptidos
antimicrobianos es encontrada también por Bardalez et al en el 2013 al evaluar la
expresion de IL-1 y TNF-a, Chiok en el 2012 al evaluar la expresion de 1L-4, IL-10, IL-2 e
IFN-y, Herrera en el 2012 al evaluar la expresioén IL-17 y TGF-B y Dionisio en el 2014 al
evaluar la expresion de la IgA en mucosa yeyunal de crias de alpacas de 1 a 6 semanas de
vida, evidenciando que tanto la inmunidad innata como adquirida sigue este

comportamiento.



La expresion de citoquinas en yeyuno de alpacas en el primer mes de vida muestra una
polarizacién hacia un perfil Thl. Chiok en el 2012, encontr6 una muy elevada expresion de
IFN-y con respecto a IL-4 e IL-10; sin embargo, la expresion de IgA también se muestra
elevada al transcurrir las semanas (Dionisio et al, 2014), mostrando que a pesar de existir
un predominio Thl, la expresién de Inmunoglobulinas no se ve afectada. Esto también se
confirma por Reyes en el 2015 al analizar la expresion de IgA en mucosa yeyunal de
alpacas clinicamente sanas hasta los 56 dias de edad, mostrando una expresion ascendente

al aumentar la edad, a pesar de existir un predominio Thl.

Otros estudios muestran como la respuesta inmune de las alpacas se ve influenciada al ser
estimuladas con antigenos clostridiales. Watanabe et al en el 2014 encuentra en los
leucocitos sanguineos de alpacas una elevada expresion de IL-10 con respecto a 1L-2 frente
a la presencia de antigenos clostridiales. More en el 2013, encuentra una elevada expresion
de IFN-y, TNF-a e IL-2 frente a antigenos clostridiales y acido retinoico en leucocitos
sanguineos de alpaca; sin embargo, IL-4 e IL-10 no mostraron diferencias en su expresion.
Reyes en el 2015 muestra que la presencia de antigenos clostridiales via oral aumenta de
manera considerable la expresion de IgA en mucosa intestinal de alpacas; sin embargo, la

expresion de las citoquinas IL-5, IL-6 y TGF-B no se ven influenciadas.

2.5. Células T helper

La diferenciacion de las células T CD4 + virgenes en distintos subgrupos de células T
helper es crucial para la defensa adecuada del hospedero y la inmunorregulacién. Estos
subgrupos se diferencian mediante sefiales extrinsecas e intrinsecas que son reforzados por
las modificaciones epigenéticas resultando en poblaciones celulares de diferentes
fenotipos. En consecuencia, estos subconjuntos se han visto como linajes que se definen
por la expresién de selectivas citoquinas claves y factores de transcripcion maestros

(Nakayamada et al., 2012).

El destino de la diferenciacion de las células Th y su produccién de citoquinas esta
mediado por los factores de transcripcion maestros y las proteinas STAT (signal transducer
and activator of transcription). Tras la activacién del TCR desencadenada por células
presentadoras de antigeno, las células T CD4+ virgenes se diferencian en distintos linajes

Th segun la combinacién de citoquinas que regulan la estimulacion positiva de factores de



transcripcion maestros y activacion de proteinas STAT. Cada linaje expresa receptores de
citoquinas Unicas, que pueden responder a las citoquinas producidas por las células
accesorias. El factor de transcripcién maestro induce factores de transcripcion secundarios,
colaborando juntos para aumentar la expresion de citoquinas y sus receptores; en algunos
casos, el factor de transcripcién maestro también promueve su propia expresion. La
produccién de citoquinas y la expresion elevada de receptores de citoquinas proporcionan
potentes sefiales de retroalimentacion positiva para la diferenciaciéon de cada linaje de

célula Th y su expansion (Zhu y Paul, 2008).

Cada linaje de células Th tiene una funcidn especializada y estd caracterizada por la
produccion de citoquinas claves y su respectivo factor transcripcional. Las células Thl se
caracterizan por la produccion de IFN-y y estdn implicadas en la inmunidad celular contra
los microorganismos intracelulares. IL-12 producida por las células inmunes innatas, asi
como IFN-y producidos tanto por las células NK y células Thl, estimulan la
diferenciacion de células TCD4+ virgenes a células Thl a través de la accion STAT4,
STATI1 y T-bet. Las células Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-13, siendo necesarios para la
inmunidad humoral contra patégenos extracelulares y para el control de helmintos; ademés
de participar en reacciones alérgicas. La diferenciacion de células Th2 requiere la accion
de IL-4, que actia sobre STAT6 y GATA3. Células Th17 producen IL-17 e IL-22 y juegan
un papel importante en el control de bacterias extracelulares y hongos, especialmente en
las superficies mucosas. La diferenciaciéon de células Th17 requiere de RORYT, un factor
de transcripciéon que es inducida por TGF-B en combinacién con las citoquinas
proinflamatorias IL-6, IL-21 e IL-23 activando la fosforilacion de STAT3 (Zhou et al.
2009).

Las células Th reguladoras (Treg) juegan un rol central en el mantenimiento de auto
tolerancia y la regulacion de la respuesta contra antigenos. Se caracterizan por la expresion
del factor transcripcional FoxP3 y STATS estimulados por las citoquinas TGF- e 1L-2
(Whiteside, 2012). Se reconocen 2 categorias mayores de células T reguladoras Foxp3+:
Las células Treg naturales CD4 + CD25 + (nTreg) que se presentan en el timo y las células
iTreg (células T reguladoras inducidas) inducidas por TGF-f producido en la periferia,
ambos tipos de células Treg pueden participar en el mantenimiento de la tolerancia

periférica y la prevencion de la autoinmunidad (de Lafaille & Lafaille, 2009).
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Las células Th9, Th22 y TFH se han descrito recientemente y son subgrupos que tienen
distintos requisitos funcionales y de diferenciacion en comparacién a los subtipos de
células T CD4+ ya establecidos. Las células Th9 producen IL-9, a menudo descrito como
una citoquina derivada de Th2, desempefia un papel en la inmunidad antihelmintica y
también es responsable de gran parte de la patologia que se produce durante la inflamacién
alérgica. Se ha demostrado recientemente que la IL-9 que producen células T CD4 +
representan una poblacion distnta de las células Th2 productoras de IL-4. La induccién de
células Th9 puede ser impulsado por una combinacién de TGF-fB e IL-4, activando el
factor transcripcional maestro PU.1; estas células Th9 participan en la inmunologia
tumoral. Las células Th22 producen IL-22 cuya funcién es estimular la produccién de
péptidos antimicrobianos por las células epiteliales para mejorar la funcién de barrera
mediante la promocion de la reparacion del epitelio y para proteger contra la inflamacién
intestinal. La diferenciacion de células Th22 es impulsada por IL-6, IL-13 y TNF-a en
ausencia de TGF-p, estas citoquinas activan el factor transcripcional maestro AhR. Células
Tth producen IL-21 y promueven el desarrollo de centros germinales, estimulando la
proliferacion y diferenciacion de células B a células plasmaéticas o células de memoria. La
diferenciacion de estas células requiere la citoquina IL-21 e IL-6 teniendo como factor

transcripcional maestro a Bcl-6 (Walsh y Mills, 2013; Brucklacher et al., 2014).

2.6. Linfocitos Th 2

Las células Th2 se caracterizaron inicialmente por la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13.
Aunque las células Th2 pueden expresar muchas otras citoquinas como la IL-2, IL-3, IL-9,
IL-6, IL-10, GM-CSF y TNF-q; estas citoquinas se expresan también por otros linajes de
células T CD4+. Por lo tanto las originales 3 citoquinas (IL-4, IL-5 e IL-13) siguen siendo

las citoquinas Th2 establecidas (Prussin et al., 2010).

Las células Th2 tienen la funcién de mediar la inmunidad humoral y son esenciales para la
erradicaciéon de gusanos pardsitos, ademds de participan en reacciones alérgicas. La
produccion de las citoquinas depende del factor transcripcional GATA3, que es
rdpidamente inducido por IL-4 a través de STAT6 (de Almeida et al., 2009). Las células
Th2 promueven la activaciéon y la multiplicaciéon de células B (IL-4 e IL-5) y la

diferenciacion a células plasmaticas (IL-6 e IL-10), estimulan la produccién de IgE a través
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de la IL-4 e IgA junto con TGF-f, reclutan eosinéfilos a través de IL-5, activan mastocitos

(IL-9) y actia sobre las células epiteliales (IL-9 e IL-13) (Zhu, 2010).

La citoquina IL-4 es el factor determinante para la diferenciacién Th2. IL-4 se une al
receptor de IL-4 (IL-4R) resultando en reclutamiento, fosforilacién, dimerizacién y
translocaciéon de STATG6 al nicleo, activando el factor de transcripcion GATA3, que se
considera como un regulador maestro Th2. Las sefiales del TCR y de receptores
coestimuladores son importantes para la diferenciacion Th2 y la produccién de IL-4
mediante la regulacion de la expresion de NFAT, proteina activadora-1, proteina JunB y la

proteina IRF4 (sahoo et al., 2014).

Existen vias alternativas de diferenciacion hacia un perfil Th2 independientes de IL-4. La
intensidad de la sefial del TCR regula la diferenciacion de células Th2, una débil
sefalizacion del TCR favorece la diferenciacion de células Th2 y una fuerte sefial a Thl.
La débil estimulaciéon TCR induce la expresion de GATA3 independiente de IL-4 y la
produce tempranamente (Paul y Zhu., 2010). La IL-2 juega un rol central en el proceso de
diferenciacion hacia el fenotipo Th2. Células STATS " mostraron disminuir la produccion
de IL-4, mientras que in vivo neutralizacion de IL-2 inhibe la produccién de IL-4 (Cote-
Sierra et al., 2004). Los receptores tipo NOTCH (tipo 1 y 3) también regulan la expresion
de GATAS3 a través de la union de sus ligandos JAGGER (tipo 1 y 2) mostrados por las
APC (antigen presenting cell). El receptor NOTCH se internaliza y va hacia el nucleo
cooperando con proteinas RBPJ y otros cofactores como MAMLI1 activando la
transcripcion de GATA3. Un aumento excesivo de IL-4 anularia la ruta de receptores

NOTCH para la generacion de células Th2 in vitro (Amsen et al., 2009).

Estudios realizados demuestran que las células del sistema innato contribuyen a la
diferenciacion hacia un perfil Th2. Las células asesinas naturales T (NKT) producen
grandes cantidades de IL 4 que pueden iniciar una respuesta Th2 (Akbari et al., 2003). Se
sabe también que los basofilos son una fuente inicial de IL-4 e IL-13 en presencia de
nematodos y reacciones alérgicas (Min et al., 2004). Células epiteliales producen TSLP
(thymic stromal lymphopoietin), IL-33 y IL-25 (también conocido como IL 17E)
ejecutando una funcién reguladora en la inmunidad de mucosa promoviendo la respuesta

Th2 (Bulek et al., 2010).
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También se ha descubierto que los linfocitos B estimulan la diferenciacién de las células
TCDA4+ virgenes a Th2 a través de 3 mecanismos. En primer lugar, las células B, pueden
presentar antigenos y proporcionar sefiales coestimuladoras especificas a las células T,
proceso realizado sin la presencia de IL-12, iniciando y sosteniendo el desarrollo Th2.
Segundo, las células B producen citoquinas como IL-2 e IL-10 que actdan sobre las células
T o DCs para promover el desarrollo Th2 y la diferenciacion a otros linajes. Finalmente,
las células B pueden alcanzar las células LT / CXCLI13 en la region interfolicular de los
linfonédulos y facilitar la colonizacién de DCs y otras células T CD4+ propiciando un

microambiente que parece favorecer el desarrollo de Th2 (Le6n et al., 2014).

2.7. GATA3

Los factores de transcripcion GATA juegan un rol crucial en la red de genes reguladores
que rigen la especificidad de destinos celulares. La familia GATA se compone de seis
factores de transcripcion altamente conservados que unen a la secuencia de ADN (A / T)
GATA (A / G) a través de dos dominios de dedos de zinc con la secuencia de consenso
CX,CX17CX,C. GATAIL, GATA2 y GATA3 estan vinculados en la diferenciaciéon de
celulas hematopoyéticas, mientras que GATA4, GATAS, y GATAG6 juegan papeles
cruciales en la diferenciacién de los tejidos endodérmicos, incluyendo el corazén y los
pulmones. El factor transcripcional GATA tiene diferentes funciones como el papel de
GATALI en la eritropoyesis, GATA3 en células T y la diferenciacion de Th2, GATA4 en la
diferenciacion epitelial cardiaco y gastrico y GATAG6 en la diferenciacion epitelial de
pulmén (Kouros-Mehr et al., 2008). El factor GATA ha sido identificado en mamiferos,

peces, aves, insectos, hongos y plantas (He et al., 2007).

GATA3 es un factor de transcripcion que actia como un regulador maestro de la
diferenciacién Th2 aumentando la expresion de los genes de citoquinas 1L-4, IL-5 e IL-13.
Actida interactuando directamente con los promotores de los genes diana, reestructura la
cromatina abriendo el locus para que sea accesible a otros factores de transcripcién y
aumenta su propia expresion a través de una retroalimentacion positiva. GATA3 bloquea la
diferenciacion Thl inhibiendo la expresion de la cadena transmisora de sefales del
receptor para la IL-12. Los ratones que carecen de los genes de IL-4, STAT6 o GATA3
tienen respuestas Th2 deficientes (Abbas et al., 2015).
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La expresion de GATA3 es promovida principalmente por la Via IL4-IL4R-STAT6
(Kaplan et al., 1996); sin embargo, otros estudios demuestran que existen otras vias de
activacion. La débil activacion del TCR estimularia la expresion de GATA3 y permitiria
una diferenciaciéon hacia un perfil Th2 (Tao et al., 1997). IL-2 también estimularia la
expresion de GATA3 a través de STATS en células TCD4+ activadas. (Yaname et al.,
2005). Los ultimos estudios demuestran que las sefiales Wnt and Notch también regulan la
expresion de GATA3 a través de la activacion de la sefial Wnt—Frizzle, que induce la
acumulacion de B-cateninas en células Th2 y promueve la transcripcion de GATA3 por
reclutamiento especial de la secuencia de unién rica en AT (Sabtl), B -cateninas y la
histona acetiltransferasa p300 al promotor de GATA3. Ademads, la sefializacién Notch es
activada en células T CD4+ promoviendo la transcripcion de GATA3 y la diferenciacién

Th2 independiente de la sefializacion IL-4/STAT6 (Wan, 2014).

GATA3 ademds de ser el factor transcripcional maestro para la diferenciacion Th2,
también contribuye a la regulacion del desarrollo y funcién de otras células. Durante la
timopoiesis, GATA3 suprime células B potenciales en prematuras células T precursoras,
activando la sefalizacion del TCR en las pre células T y promoviendo el linaje de células
TCDA4+ después de la seleccion positiva. GATA3 también tiene funciones fuera del timo
en células madre hematopoyéticas, células T reguladoras, células T CD8 +, células NK e

ILC 2 (Tindemans et al., 2014).

2.8. IL-4

IL-4 tiene un papel importante en la regulacion de la produccién de anticuerpos, la
hematopoyesis, la inflamacion y el desarrollo de células Th2 efectoras. Es producida por
un grupo de células hematopoyéticas activadas, incluyendo las células T, mastocitos Fc
epsilon R1+, baséfilos (Brown y Hural, 1997), Eosinéfilos (Mogbel et al., 1995) e ILC 2
(Neill et al., 2010).

Interleucina 4 es una citoquina de 4 hélices alfa altamente polifuncional. A pesar de existir
muchos estudios, es probable que la gama completa de funciones de estas citoquinas
todavia no se conozca ya que la distribucidn de los receptores de IL-4 es extremadamente

amplia; sugiriendo que muchos tipos de células muestran respuestas a esta citoquina. Sus
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primeros estudios fueron en los afios 70 como una citoquina que aumentaba la respuesta
proliferativa de células B; inicialmente fue nombrada factor de crecimiento de células B
(BCGF), posteriormente fue renombrada factor estimulador de células B-1 (BSF-1) y
finalmente cuando fue molecularmente clonada se le dio el nombre definitivo de IL-4. En
1988 el gen de IL-4 fue encontrado en el cromosoma 11 de ratén y en el cromosoma 5q31

en el humano (Paul, 2015).

Los receptores de IL-4 son heterodimeros constituidos principalmente por la cadena IL-
4Ra. Los receptores IL-4 tipo I son utilizados exclusivamente por IL-4, conformado por
IL-4Ra y la cadena yc; mientras que los receptores tipo II, pueden ser utilizados tanto por
IL-4 e IL-13, conformados por IL-4Ra con IL-13Ral. IL-4Ra se expresa ampliamente en
células hematopoyéticas y no hematopoyéticas, pero yc se limita en gran medida a las
poblaciones hematopoyéticas (Redpath ef al., 2015). Existen menos de 100 receptores para
IL-4 en células B y T en reposo, aumentando 5 a 10 veces al ser activados; macréfagos y

mastocitos tienen menos de 2000 receptores por célula (Park et al., 1987).

IL-4 se une a su receptor para activar la via JAK-STAT e IRS-1 / IRS-2 para inducir la
diferenciaciéon y la proliferacién de células Th2, la sintesis de inmunoglobulina E, la
activacion de macréfagos y la produccion de coldgeno de los fibroblastos. La unién de IL-
4 con su receptor resulta en activacion de JAK 1 y JAK 3. La activacion de JAKs resulta
en la fosforilacion de las tirosinas citoplasmaticas de IL-4Ra, lo que conduce al
reclutamiento de STAT6 con el receptor, seguido por la fosforilacién y la activacién de

STAT6 (Kelly-Welch et al., 2003).

29. IL-5

IL-5 es una glucoproteina homodimérica con dominio de cuatro hélices o que tiene como
principales funciones regular el reclutamiento, activacion, crecimiento, diferenciacion y
sobrevivencia de eosinéfilos y baséfilos; induce la diferenciacion y proliferacion de
linfocitos B-2 activados en células secretoras de inmunoglobulinas; induce el crecimiento
de células progenitoras B CD5+ (B-1) y produccion de Ig M por el mismo tipo de células
(Takatsu, 1998); prolonga la supervivencia, actividad efectora y quimiotictica de

eosindfilos e incrementa la adhesion a células endoteliales (Sanderson, 1992).
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Originalmente, IL-5 fue descrito como una forma de factor reemplazante de células T
(TRF) por Takatsu et al en 1988, un factor de crecimiento de células B (BCGFII) por
Swain en el mismo afio y un factor de diferenciacion de células B (BCDFp) por Vitetta en
1984, un afio después el grupo de Takatsu encontré6 que TRF y BCGFII eran idénticos.
Aproximadamente al mismo tiempo, un trabajo sobre factores estimulantes de colonias
conduyjo a la identificacion de un factor de diferenciacion de eosinéfilos murino (EDF) por
medio de un sistema de cultivo de médula 6sea liquida. En 1986 EDF se purificé y
demostrd ser idéntica a BCGFII. Ahora esta molécula se conoce como IL-5 (Karlen et al.,

1998).

Mientras que la IL-5 se identificé inicialmente por su capacidad para apoyar el crecimiento
y la diferenciacion terminal de células B secretoras de anticuerpos de ratén in vitro, 1L-5
recombinante ejerce actividades pleiotropicas en diferentes células diana, incluyendo las
células B, eosindfilos y basofilos. IL-5 es producido tanto por células hematopoyéticas y
no hematopoyéticas incluyendo células T, granulocitos y células linfoides innatas. La
expresion de IL-5 in vivo incrementa significativamente la produccion de eosindfilos y
células B, mientras que la pérdida del gen funcional de IL-5 o IL-5R muestra una serie de

deficiencias en funcién y desarrollo de mencionadas células (Takatsu, 2011).

El receptor de IL-5 (IL-5R) consta de una sub unidad especifica IL-5a que interactia con
estructuras de la subunidad del receptor c; esta subunidad comparte el sitio de unién con
IL-3 y factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos. IL-5 y IL-5R llevan a
respuestas inmunes alérgicas e inflamatorias, caracterizando numerosas enfermedades tales
como asma, dermatitis atdpica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedades
gastrointestinales eosinofilicas, sindrome de hipereosinofilia, sindrome de Churg-Strauss y

la poliposis nasal eosinofilica (Molfino et al., 2011).

2.10. IL-6

La IL-6 es una glicoproteina de 21 a 28 kDa y 184 aminoacidos. Posee una estructura
helicoidal y comparte similitudes con otras citoquinas como IL-11, factor inhibidor de la

leucemia, factor neurotrépico ciliar, oncostatina M, cardiotropina-1, IL-27, IL-31,
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neurotropina-1/factor 3 estimulador de células B; juntas conforman la superfamilia de

citoquinas de la IL.-6 o familia de la gp130 (Nakashima y Taga, 1998).

IL-6 tiene muchas funciones y es producido por diferentes tipos celulares. IL6 es
producido por una amplia variedad de células incluyendo macréfagos, linfocitos T, células
epiteliales, hepatocitos, fibroblastos entre otros. Tiene un rol importante en la
diferenciacion terminal de células B a células plasmaticas, promueve la proliferacion de
células epiteliales, estimula la produccién de las proteinas de la fase aguda por los
hepatocitos y es factor diferenciador para los linfocitos T citotéxicos (Carrillo de Albornoz
et al., 2006). IL-6 es importante también para la diferenciacion de células Th 17 junto con
TFG-B in vitro, también induce la expresion de receptores para IL-21 e IL-23 promoviendo
mads la diferenciacion hacia el perfil Th17 (Zhou et al., 2007). IL-6 induce dominancia de
células Th17 sobre las Treg e inhibe el desarrollo de estas tltimas, esto explicaria la
ruptura de la tolerancia inmune que se envuelve en el desarrollo de enfermedades

autoinmunes e inflamatorias (Tanaka y Kishimoto, 2014).

Se han descrito dos vias de sefializacion diferentes para IL-6. En la via de sefializacion
clasica, IL-6 se une a IL-6R unido a membrana, conduciendo a la dimerizaciéon y
activacion de la proteina gp130. Gp130 se expresa en todas las células del cuerpo, sin
embargo IL-6R sélo se expresa en algunas poblaciones de células, principalmente en los
hepatocitos, neutréfilos, macrofagos y algunos linfocitos; por lo tanto, el efecto de la 1L-6
a través de via clasica se limita a las células mencionadas anteriormente. Existe también
una via alternativa, en esta via IL-6 se une a un IL-6R soluble (sIL-6R) y este complejo IL-
6 / sIL-6R activa gpl30; en consecuencia, las células que carecen de IL-6R unido a
membrana pueden responder a IL-6. Esta via alternativa de IL-6 se llama trans-

sefializacion (Drucker et al., 2010).

La dimerizacion de gpl30 lleva a la activacion de proteinas JAK y la posterior
fosforilacion de residuos de tirosina dentro de la porcion citoplasmatica de gp130. Esto
conduce a la participaciéon de los dominios de homologia Src fosfatasa que contienen
tirosina fosfatasa-2 (SHP-2) y la activacion de la via ras / raf / proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK). Ademds, Las proteinas STAT 1 y 3 son reclutadas, fosforiladas y
en consecuencia dimerizan para translocar al nucleo y activar los genes diana.
Curiosamente s6lo pocas células expresan el receptor IL-6R unida a la membrana, mientras

que todas las células muestran gp130 en la superficie celular. Las células que s6lo expresan
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gp130 no responden a la IL-6 sola; estas células responden a un complejo de IL-6 unido a

una forma soluble de origen natural del receptor de la IL-6 (Scheller et al., 2011).

IL-6 controla las células B y la inmunidad humoral. IL-6 controla la supervivencia,
expansion y maduracion de las células B y células plasmaticas. La regulacion del factor de
transcripcion Blimp-1 por STAT3 estd vinculada a la secrecién de anticuerpos y se asocia
con células plasmdticas de larga vida que producen grandes cantidades de
inmunoglobulina. IL-6 también controla la expresion de IL-21 en células T y la activacién
de STAT3, IL-21 aumenta la expresion de Bcl-6 y la generacion de células T foliculares
productoras de mencionadas citoquinas. Las actividades de Blimp-1 y Bcl-6 se
contrarrestan entre si, esta relacion reciproca afecta tanto a la diferenciacion y funcién de
los linfocitos (Hunter y Jones, 2015). IL-6 es una citoquina clave para la diferenciacion
final de las células B activadas y para convertirse en células plasmaticas secretoras de Ig.
Células B IgA + (sIgA +) del GALT, expresan altos niveles de receptor de IL-6 (IL-6R) y
responden a IL-6 con aumentos significativos en el nimero de células secretoras de IgA.
Cuando se examiné el efecto de la IL6 sobre la sintesis de anticuerpos IgA, las células
productoras de IgA1 e IgA2 se incrementaron tras la incubacién de células B del GALT
con IL-6; sin embargo, el 60-70% de las células secretoras de IgA eran de la subclase IgA2

(Fujihashi., et al 1992).

2.11. IL-10

La IL-10 es una importante citoquina pleiotropica inmunorreguladora secretada
principalmente por los macréfagos, pero también por células T, células dendriticas,
linfocitos B, monocitos y mastocitos. Algunos estudios han demostrado que se puede
producir incluso por las lineas celulares de carcinoma humano (Gastl et al., 1993). IL-10
inhibe la capacidad de los monocitos y macréfagos para presentar el antigeno a las células
T a través de un efecto inhibitorio sobre la expresion del MHC II y de moléculas
coestimuladoras como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2); ademas, de una baja en la expresion
de las citoquinas pro inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a. En las células B, IL-10
previene la apoptosis, mejora la proliferacion celular y tiene un papel en el cambio de clase
Ig (Trifunovi€ et al., 2015). Cabe resaltar que IL-10 es el miembro fundador de la llamada
familia IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 y IL-26) (Volk et al., 2001).
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IL-10 ejerce sus efectos mediante la unién a su receptor IL-10R, un tetrdmero compuesto
por dos cadenas distintas (IL-10R1 e IL-10R2). IL-10R1 se une especificamente a IL-10,
lo que permite la oligomerizaciéon con IL-10R2. IL-10R2 es ampliamente expresado,
mientras que IL-10R1 se limita a leucocitos y 6rganos linfoides con niveles altos en los
monocitos y macréfagos; también se expresa en células NK, células T CD4 + y T CD8+,
DC, células B y las células cebadas. Por lo tanto, los efectos de la IL-10 parecen estar

restringido a células diferenciadas del sistema inmune (Hutchins et al., 2013).

La via de sefalizacion de la IL-10 es regulado por el sistema JAK / STAT. La interacciéon
IL-10/IL-10R involucra las tirosina quinasas Jakl, Jak2 y Tyk2, que estidn
constitutivamente asociadas con IL-10R1 e IL-10R2. IL-10 induce la fosforilaciéon de
tirosina y la activacion de los factores de transcripcion STAT3, STATI y en células no

macréfagos STATS (Moore et al., 2001).

En las células T helper, la expresion de IL-10 estd acompafiada por la expresion de las
citoquinas firma de cada subconjunto, ademds de necesitarse los mismo factores de
transcripcion para la diferenciacion a los distintos linajes. Células Th1l producen IL-10 a
través de una fuerte sefializacion del TCR (altas dosis de antigeno), la presencia de IL-12 y
la expresion de STAT4, alcanzando los niveles maximos de expresion de IL-10 al ser
reestimulados. En las células Th2, las vias de sefializacion de IL-4, STAT6 y GATA3 son
requeridas para la expresion de IL-10. En las células Th17 se necesita de la activacion de
STAT 3 y en algunos casos STAT 1. Demostrando que la expresion de IL-10 necesita las
mismas sefiales que necesita cada perfil de células T helper para su diferenciacion (Saraiva

y O’Garra, 2010).

La expresion de GATA3 en células T CD4+ virgenes incrementa la expresion de IL-10 por
estas células. GATA3 induce cambios de la estructura de la cromatina en el locus I/ 10 y
estos cambios se producen incluso en ausencia de IL-4. Ademas, en presencia de GATA3
se produce la acetilacion de las histonas en el locus /I-10. Por lo tanto, GATAS3 tiene un
papel clave para la expresion génica de IL-10 en células TCD4+ primarias (Shoemaker et
al., 2006). La reestimulacion de una célula Th2 de memoria en presencia de IL-4 estimula

la acetilaciéon extensa de histonas del gen de IL-10; esta impronta epigenética se
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correlaciona con el desarrollo de una memoria para IL-10 en células Th2 reestimuladas

repetidamente (Chang et al., 2007).

2.12. TGF-p

El Factor de crecimiento transformante  (TGF-f) llamo la atencién en 1981 como unos 25
kD de actividad bioldgica capaz de inducir el crecimiento de fibroblastos de roedores en
agar blando y en presencia de un cofactor, el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Dos
afios mds tarde, TGF-B se purific6 a homogeneidad a partir de tres fuentes: plaquetas
humanas, placenta humana y de rifién bovino. En 1984 se demostr6 que TGF-B podia
inhibir el crecimiento de una célula epitelial. A finales de esa década se habia establecido
que las tres isoformas de TGF-B de mamiferos eran un subconjunto de una familia mucho
mds grande de moléculas implicadas en el crecimiento y el desarrollo, siendo TGF-B1, 2
y B3 72-79% similares en la secuencia de las formas activas. Estas 3 isoformas exhibieron
diferencias espaciales y temporales en su expresion, siendo inhibidoras del crecimiento y
ejerciendo efectos pro-fibréticos y antiinflamatorios en la mayoria de células (Lawrence,

2001).

La superfamilia de TGF-B se compone de un gran grupo de proteinas, incluyendo las
proteinas activina / inhibina, familia morfogenética 6sea (BMP), factores de diferenciacion
de crecimiento (GDF), la subfamilia TGF-f, y el factor neurotréfico derivado de linea
celular glial (GDNF). Los miembros de la superfamilia TGF-3 regulan diferentes funciones
celulares como proliferacion, apoptosis, diferenciacién, migracion, y tienen un papel clave

en el desarrollo del organismo.

Existen tres isoformas conocidas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3). Estas isoformas se
expresan en tejidos de mamiferos que contienen regiones altamente conservadas pero
divergen en varias regiones de aminoécidos. TGF-f1 es la mas abundante; TGF-B2 es
expresado por neuronas y las células gliales en el sistema nervioso embrionario, siendo
importante en el crecimiento tumoral, aumento de la proliferacion celular e inhibe la
expresion de IL-2; TGF-B3 tiene funciones en el desarrollo normal del paladar y
morfogénesis de pulmén. TGF-B1 y TGF-B2 comparten 71% de similitud en secuencias de

aminodcidos mientras que un 80% con TGF-B3. Cabe resaltar que las 3 isoformas
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funcionan a través de las mismas vias de sefializacién del receptor (Kubiczkova et al.,

2012).

La sefalizacion de TGF- se inicia por la unién de TGF-f a sus receptores de membrana
de tipo II (TGFpB-RII) y tipo I (TGFB-RI). La unién del ligando conduce a la formacién de
un heterocomplejo en el receptor, en el que TPRII fosforila residuos de treonina y serina en
el motivo TTSGSGSG de TPRI para activarlo. EL TBR I activado recluta y fosforila las
proteinas Smad 2 y 3 para la sefializaciéon de TGF- y activina mientras Smad1/ 5/8 para la
sefalizacion de BMP (bone morphogenetic protiens), que luego forman wuna
heterocomplejo con el Co- Smad4. Los complejos Smad son translocados hacia el nicleo
para regular la transcripcion de los genes diana en cooperacion con otros co-factores

(Huang y Chen, 2012).

TGF-P tiene multiples funciones en procesos inmunes. Suprime el crecimiento y
diferenciacion de muchos linajes de células inmunes, incluyendo células T y B. Regula la
expresion de moléculas de adhesion, especialmente en la médula 6sea y en el
microambiente timico. Es un quimio atrayente para fibroblastos, monocitos y neutréfilos e
inhibe la activacion del sistema inmune por presentacion antigénica o de interleucinas. In
vivo inhibe la secrecion de IgG e IgM y suprime la hematopoyesis dependiente de IL-3. De
manera importante y relevante, TGF-f§ también regula la proliferaciéon y maduracién en

células B y tiene un papel regulatorio critico en la expresion de IgA (Gélvez et al., 2004).

En la mucosa intestinal TGF- tiene un rol pluripotencial. TGF-f impulsa el desarrollo de
células T reguladoras CD4+ CD25+ Foxp3 + (Tregs), células Th17, células B IgA+ y
linfocitos intraepiteliales TCRaf + CD8aa + que actian para promover la integridad de la
barrera intestinal. La generacion de Treg Foxp3 + en la mucosa del intestino es apoyado
por altas concentraciones de TGF-f. Generacion de Treg también se ve favorecido por las
células dendriticas CD103 + que promueven el desarrollo tanto de células T reguladoras y
células B IgA + a través de TGF-f y 4cido retinoico. La microbioma también puede influir
en la generacion de Treg, Clostridium spp muestra aumento de la poblaciéon Treg en el
intestino. Las células Tregs puede a su vez promover el desarrollo de células B IgA+
dependiente de TGF-B y es posible que mejoren la diferenciacién de las células Th17. La
generacion de células Th17 depende de citoquinas inflamatorias como la IL-6 que actian

junto con TGF-f para su diferenciacién y accién efectora (Konkel y Chen., 2011).
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TGF-f inhibe la diferenciacién de células TCD4+ virgenes a células Thl y Th2. TGF-$
bloquea la diferenciacién a células Thl reduciendo la expresion del receptor IL-12RB2 y la
expresion de Tbet. También inhibe la diferenciacién de células Th2 a través de la supresion
de GATA3 e IL-4 mediado por STAT6. Esto sugiere que el rol de TGF-B en la
diferenciacion de células Th17 se debe a la supresiéon de IFN-y e IL-4, citoquinas que
inhiben fuertemente la diferenciacion de Th17. Esto se basa en un informe donde muestra
que la IL-6 sola era suficiente para inducir la diferenciacién de las células Th17 en ratones
STAT6 (- / -) T-bet (- / -), que son incapaces de generar c€lulas Thl y Th2 (Das et al.
2009). Sin embargo, TGF-f no afecta la produccién de citoquinas de células Thl y Th2

totalmente diferenciadas (Ludviksson et al. 2000).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Los animales fueron obtenidos de la estacion experimental de IVITA, en el Departamento
de cusco, provincia de Canchis, distrito de Marangani; entre los meses de enero y marzo
del 2014, siendo época de paricion de las alpacas. Cabe resaltar que entre los meses de
enero a abril son temporadas altas de lluvias, propiciando mejores pastos para la

alimentacion de las alpacas pero a la vez mayor proliferacion microbiolégica.

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo en el laboratorio de Microbiologia y

Parasitologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.2. Animales y muestra

Se establecieron 3 grupos etarios, cada uno estuvo constituido por 6 crias de alpaca
(Cuadro 1) sin tomar en cuenta raza, sexo y que no hayan manifestado signos de

enfermedad.

Los animales en estudio tuvieron una crianza semiextensiva, basandose en una
alimentaciéon netamente de pastoreo y viviendo en la intemperie, sin embargo, estos
animales tienen algunos controles sanitarios como desparasitaciones (albendazol o
ivermectina) y aplicacion de vacuna contra la enterotoxemia. El manejo reproductivo de
los animales consiste en empadres controlados y separaciéon de las madres junto con sus
crias en grupos de fecha de natalidad cercana, alejadas de los machos y alpacas de otras

edades.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los grupos etarios asignados en el estudio.

GRUPO NUMERO DE CARACTERISTICAS
ETARIO INDIVIDUOS
Animales 3 Feto de 11 meses de gestacion
calibradores
Grupo 1 6 Animales de 2 a 8 dias de edad
Grupo 2 6 Animales de 10 a 21 dias de edad
Grupo 3 6 Animales de 26 a 47 dias de edad

Los calibradores (n=3) corresponden a fetos al término de gestacién que estdn exentos de
los componentes transferidos a través de la inmunidad pasiva por lo que no estian

influenciados por estos factores mencionados ni por factores externos.

La designacion de los grupos etarios se basé en trabajos anteriores, donde se evalud la
expresion de citoquinas en alpacas clinicamente sanas de 1 a 6 semanas de vida (Bardélez
et al, 2013; Chiok, 2012; Herrera, 2012; More et al, 2011), mostrando un notable aumento
de la expresion en animales de aproximadamente 2 a 8 dias de edad y un mayor aumento
en animales de 10 a 21 dias de edad aproximadamente. En animales de aproximadamente
30 a 40 dias de edad se encuentra un descenso de la expresion en algunas citoquinas o un
mayor aumento de la expresion en otras citoquinas. Ademds cada grupo etario coincide con
la aparicién de determinados patdgenos, teniendo conocimiento que en las primeras
semanas de vida de la alpaca se ven afectadas por la presencia de Cryptosporidium spp
(Palacios, 2008; Villacorta et al., 2009), Giardia spp (Goémez-Couso et al., 2012; Gomez-
Puerta et al., 2014), Rotavirus, Betacoronavirus (Luna et al., 2015) y en animales de 30

dias a mds presentan alta prevalencia de Eimeria spp (Rodriguez et al., 2012).

Dado que no existen referencias acerca del uso de farmacos para la eutanasia en alpacas, se
empled la metodologia descrita por Swindle (1998). Se empleé una combinacién de
Ketamina (20 mg/Kg IM) y clorhidrato de Xylacina (2 mg/Kg IM) para conseguir la
anestesia general del animal. Finalmente, se aplicé una sobredosis de pentobarbital sédico
(70 mg/Kg IV) produciendo en el animal un paro cardio-respiratorio. Se comprobd los

signos vitales para confirmar el deceso de los animales y proceder con la necropsia y toma
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de muestras que se realizaron en el laboratorio de patologia del centro de investigacion del

IVITA Marangani.

3.3. Toma de muestra

Se tom6 una porcidn transversal de 2cm de longitud del yeyuno, este segmento se utilizd
para la técnica RT-PCR y se tom6 otros 2 cm adicionales del yeyuno para el anélisis
histopatoldgico. Estos segmentos se obtuvieron en el laboratorio del centro de
investigacion del IVITA Marangani utilizando vestimenta y material quirdrgico estéril. Los
segmentos fueron lavados con suero fisiologico al 0.9% para eliminar restos de contenido
intestinal potencialmente inhibidores de la técnica RT-PCR tiempo real e inmediatamente
después se colocaron en crioviales estériles de 2ml de capacidad previamente rotulados y
congelados en nitrogeno liquido (-196°C) para su futuro transporte hacia el laboratorio.
Para el andlisis histopatolégico, las muestras tomadas se fijaron en formaldehido
tamponado al 10% para su empleo en la elaboracion de ldminas histolégicas tefiidas con

Hematoxilina — Eosina (HE).

3.4. Extraccion de ARN total

Una vez llegadas las muestras al laboratorio de Parasitologia Microbiologia de la facultad
de Medicina Veterinaria de la UNMSM, fueron retiradas del tanque de nitrogenos liquido.
Las muestras fueron cortadas y pesadas dentro de un rango de 100 a 150 mg. Se trituraron
en mortero y pilon estériles conservandose a -20°C en todo el proceso con la constante
adicidn de nitrégeno liquido. Se adicion6 2 ml de TRIzol® (Invitrogen, USA) y se incub6 a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicion6 200 ul de cloroformo a 4°C para luego
ser centrifugado a 12000 g por 15 minutos a 4°C, observando la separaciéon de 3 fases y
tomando la fase superior acuosa de la mezcla el cual contiene el ARN total extraido. Se
tomo 350 pl de la fase acuosa y se agreg6 350 ul de etanol al 70% a 4°C. Posteriormente
se transfiri6 a tubos con membranas de silica, siguiendo las instrucciones del Kit
PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen, USA). E1 ARN
obtenido se cuantificé usando el kit Quant — it™ (Invitrogen, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y usando el fluorometro Qubit™ (Invitrogen, USA). Una vez
cuantificado se procedié a realizar diluciones en agua libre de nucleasas para trabajar con

Iug en un volumen en 2ul por muestra y usarla en el RT-PCR tiempo real.

25



El ARN obtenido en el procedimiento anterior se tomé como templado para la sintesis de
ADNCc (ADN complementario) para cada una de las muestras, empleando el kit “Super
Script™ III First-Strand Synthesis Super Mix for qRT-PCR” (Invitrogen, USA), siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Adicionalmente, la habitacién y materiales como pipetas, gradillas y demds materiales
plasticos no perecibles se irradiaron con luz ultravioleta por un tiempo minimo de 12 horas
previas a su uso. Se realizé una premezcla con los reactivos del kit “Super Script™ III”” en
tubos eppendorf de 2 ml de capacidad, nuevos y libres de nucleasas previo tratamiento de
autoclavado por 3 veces. Esta premezcla se realizo teniendo en cuenta el nimero de
muestras y volumen final de la reaccion y se mantuvieron en hielo durante su preparacion.

En la premezcla no se incluye el ARN.

= 2x RT Reaction mix 5 pl x n*

= RT enzyme mix lulxn
= H20 2ulxn
= ARN 2ul

= TOTAL 10ul

n= ndmero de muestras a trabajar

Una vez realizada la premezcla se procede a distribuir 8ul en cada tubo descartable para
termociclador de 200ul de capacidad. Posteriormente, se procedid a distribuir los 2 pl de
ARN templado (conteniendo 1ug de ARN total) en cada uno de los tubos correspondientes.
Las muestras se llevaron al termociclador Applied Biosystem® 7500 programado con el
siguiente protocolo: 1 ciclo de 25° C por 10 minutos, 50° C por 30 minutos, 85° C por 5

minutos.

Terminado este protocolo se afiadié 2 Ul de RNasa H+ de E.coli (proveido por el kit) a
cada pocillo y se incubd a 37° C por 20 minutos para destruir la molécula de ARN del
hibrido ARN-ADNc. El ADNCc obtenido fue congelado a -70° C hasta su uso en la reaccion
de PCR Tiempo Real.
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3.5. PCR Tiempo Real

Para la realizacion de la técnica PCR Tiempo real se utilizaron los siguientes cebadores:

Cuadro 2. Cebadores empleados para la técnica RT-PCR Tiempo real

Gen Producto Secuencia (5'-3") Acceso Tm
Genbank

GAPDH 201 F ATCACTGCCACCCAGAAGAC XM _006210852.1 60.12

R GCACGTCAGATCCACAACAG 60.32
IL-4 195 F TCATCAAAACGCTGAACACC XM_006212827.1 59.70
R CGCTGAGGTTCCTGTCAAGT 60.44
IL-5 200 F GATAGGCGAYGGGAACTTGA XM_006212831.1 60.04
R GCCATCTTYCTCCTCCACAC 59.66
IL-6 197 F CCTGGTGATGGCTACTGCTT XM_006201793.1  60.28
R ACAGTGCCTCCTTGCTGTTT 59.91
IL-10 205 F TTACCTGGAGGAGGTGATGC XM_006215461.1 60.07
R GGCTTTGTAGACCCCCTTCT 59.58
TGF-f: 185 F GAGGTGATCTYGCCACCATT NM_001290071.1  59.93
R GTCCTTGCGGAAGTCAATGT 60.12
GATAS3 201 F AGGCAGGGAGTGTGTGAACT XM_006213126.1 59.76

R GTCGTGGTTGTGGTTTGACA 60.46

Para obtener los cebadores de todos los genes se utilizé el programa Primer3 y Primer

Blast del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) a partir de secuencias publicadas en el

banco de genes (GenBank) indicado en el cuadro 2.

Una vez obtenido los cebadores, fueron diluidos en agua libre de nucleasas logrando
soluciones de trabajo de 10 uM; en base a esto, la concentracién final en la reaccién fue de
0.2 uM en todos los casos. Cabe resaltar, que los instrumentos de laboratorio fueron
nuevos y libre de nucleasas; Ademds, los ambientes e instrumentos previamente

mencionados fueron irradiados con luz ultravioleta anterior a su utilizacion.
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Para la realizacién del PCR tiempo Real se utilizé el kit SYBR® GreenER™ qPCR
SuperMix Universal y el termociclador Applied Biosystem® 7500 real-time PCR system.

El ADNCc obtenido en la transcripcidn inversa se empleé como templado para la reaccion
de PCR. Luego se procedi6 a preparar el master mix mezclando los componentes del kit en
un tubo eppendorf de 2 ml de capacidad sin incluir el ADNc, siguiendo orden y volumen

mostrado a continuacion:

. SybrGreen Master Mix 12.5 ul
. Forward Primer 0.5l
. Reverse Primer 0.5ul
o ROX (1:10) 0.5 ul
o H20 9.0 ul
o ADNc 2ul
o TOTAL 25 ul

Después de haber distribuido 23 pl de master mix en los tubos de PCR blanco
correspondientes, se procedio a adicionar 2 ul de ADNc (conteniendo 20ng de ADNc) en

sus respectivos tubos.

El ADNc usado como templado deriva del ARN obtenido en el proceso de extraccidn,
posteriormente diluido para trabajar con una concentracion de lug de ARN. El ADNc
usado para la técnica PCR tiempo real fue diluido en 1:5 para obtener una concentracion de
10ng/ul con la finalidad de maximizar el uso de material genético extraido sin afectar la

eficiencia de la técnica. En total se us6 20 ng de ADNCc por reacciéon de PCR tiempo real.

Finalizando las mezclas, los tubos se introdujeron en el termociclador y se aplic el

siguiente protocolo usando el software 7500 software v2.0.1:

- 50°C por 2 minutos (Incubacién con UDG)
- 95° C por 10 minutos (Inactivacién UDG y activaciéon de DNA polimerasa)
- 45 ciclos:

95° C por 15 segundos

60° C por 60 segundos
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- Temperatura de melting: de 65-87°C, cada 0.3°C por 2 segundos con lectura de
placa.

- Mantener a 10° C.

Los productos obtenidos en la técnica PCR fueron leidos usando el software 7500 v2.0.1
en el que muestra la curva de amplificacion o ciclo umbral (Ct) y una curva de disociacién

(Tm), demostrando la especificidad de los productos amplificados.

3.6. Analisis de la expresion de genes

. s -AACt
Se empled la técnica 2

como técnica de cuantificacion de la expresion relativa de
genes detectables a través de RT-PCR Tiempo Real (Livak y Schmittgen, 2001). El
método se basa en el andlisis comparativo de los ciclos treshold (Ct) de las muestras a
estudiar con los Ct del calibrador (fetos de alpaca de 11 meses de gestacion); tanto el Ct de
las muestras como el del calibrador se compara con el Ct de un control endégeno. Como

gen endogeno para la normalizaciéon de la cuantificacion relativa se utilizé el gen de

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Donde:

N= 2—AACt

N = Cantidad relativa de ARNm con respecto al calibrador
AACt = ACt (muestra) — ACt (calibrador)

ACt (muestra) = Ct gen de citoquina interés (muestra) - Ct control endégeno
(muestra)

ACt (calibrador) = ct gen de citoquina interés (calibrador) — ct control endégeno
(calibrador).

En este método los resultados son presentados como cantidades en nimero de veces con
respecto a un calibrador (fetos de alpaca de 11 meses de gestacion). Los resultados se
interpretan como el gen de la citoquina en estudio se ha expresado “X” veces como el gen

del calibrador. X = Valor numérico resultado del método comparativo prAACt
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3.7. Analisis histopatolégico

Se realiz6 un andlisis histopatoldgico para determinar el estado histolégico de las muestras
debido a la posible existencia de alteraciones subclinicas en la mucosa intestinal propio de
la constante interaccién entre microorganismos saprofitos y potencialmente patégenos,
para lo cual se utilizé 18 muestras de alpacas clinicamente sanas pertenecientes de los
grupos etarios 1, 2 y 3. Se tom6 en cada individuo aproximadamente 2 cm de longitud de
la porcion media del yeyuno. Esta porciéon fue embebida en formaldehido tamponado al
10%. Las muestras se procesaron segin protocolos estdndares para estudios histologicos

con la tincion Hematoxilina- Eosina.

3.8. Analisis estadistico

Se analiz6 la expresion de ARNm a través de la cuantificacion relativa de cada una de las
citoquinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B y el factor transcripcional GATA3 en cada uno
de los distintos grupos etarios (grupo 1, 2 y 3) en crias de alpacas. Se usé la prueba de
Shapiro-Wilk para determinar si las variables siguen la distribucién normal. En las
variables que siguieron la distribucién normal se realiz6 la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) de un factor para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa
en al menos uno de los grupos etarios. Para determinar en qué grupos etarios existe
diferencia estadistica significativa se usé la prueba Post hoc de Bonferroni. Para las
variables que no siguen la distribucién normal se usé la prueba de Kruskal — Wallis, asi
determinar si existe diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de los grupos
etarios. Para determinar en qué grupos etarios existe diferencia estadistica significativa se
comparo los diferentes grupos usando la prueba U de Mann-Whitney multiplicando el
“valor p” por el nimero de comparaciones (Martinez-Gonzales et al, 2006). Los datos se
procesaron mediante el software estadistico STATA versién 11.0 estableciendo la

significacion estadistica de 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Expresion de GAPDH

Se analiz6 la expresion del gen GAPDH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa) usado
como control interno o enddgeno demostrando que todas las muestras obtenidas
expresaron este gen. Los valores Ct (Ciclo Threshold o Ciclo umbral) variaron dentro de
un rango de 19.3 a 23.8 (Figura 2). Los valores de Tm (Temperatura de melting o
disociacién) tuvieron un rango de 86 a 86.5°C (Figura 3), demostrando la amplificacién de

un producto unico y especifico.
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Figura 2. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucle6tidos para GAPDH en
mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 19.3 y 23.8
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Figura 3. Curvas de disociacion (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucledtidos para el gen GAPDH en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores Tm oscilaron entre 86°C a 86.5°C
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4.2. Expresion de IL-4

Se observa una expresion ascendente del gen de IL-4 en las primeras semanas de vida,
alcanzando un pico maximo en los animales del grupo 2 para luego disminuir ligeramente
en los animales del grupo 3. Los valores Ct variacion dentro de un rango de 32.2 hasta 36.9
(Figura 4). Los productos amplificados tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 82.3
a 83.0 °C (Figura 5) demostrando la amplificacién de un producto tnico y especifico. Solo

un animal de 14 dias no tuvo niveles detectables de ARNm de este gen.
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Figura 4. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucleétidos para IL-4 en mucosa
intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 32.2 y 36.9
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Figura 5. Curvas de disociacién (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucleétidos para el gen de IL-4 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 82.3 a 83.0 °C
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La cuantificacién relativa de la expresion del gen de IL-4 mostré que los animales del
grupo 1, 2 y 3 respectivamente expresaron 2.48+0.26, 8.59+ 0.30 y 6.58+0.48 veces este
gen con respecto al grupo calibrador (Figura 6). La prueba de Kruskal - Wallis concluye
que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de los grupos
etarios. La comparacion multiple usando la prueba de U Mann - Whitney sefiala que existe

diferencia estadisticamente significativa entre los distintos grupos etarios.

10
b
9
8
¥ 7
=
o ©
©
S 5
o
5 4
o
3
2
|
0 T
Calibrador Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 6. Niveles de expresion de IL.-4 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Cada
barra representa la media + la desviacion estdndar de la expresion de los grupos etarios
evaluados. “"° Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)

4.3. Expresion de IL-5

Se observa una expresion del gen con el mismo comportamiento de IL-4 siendo estos
valores inferiores. La expresion del gen aumenta de manera gradual hasta alcanzar su valor
maximo en los animales del grupo 2, para luego disminuir ligeramente en los animales del
grupo 3. Los valores Ct variaron dentro de un rango de 30.5 hasta 34.1 (Figura 7). Los
productos amplificados tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 74.9 a 754 ° C
(Figura 8) demostrando la amplificacion de un producto unico y especifico. Todos los

animales presentaron niveles detectables de ARNm de este gen.
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Figura 7. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucledtidos para IL-5 en mucosa
intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 30.5 y 34.1
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Figura 8. Curvas de disociaciéon (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucledtidos para el gen de IL-5 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 74.9 a 75.4 °C

La cuantificacion relativa de la expresion del gen de IL-5 mostré que los animales del
grupo 1,2 y 3 respectivamente expresaron 2.15+0.13, 2.65+0.11 y 2.44+0.10 veces este gen
con respecto al grupo calibrador (Figura 9). La prueba de ANOVA de una via concluye
que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de los grupos
etarios. La prueba de Bonferroni sefiala que existe diferencia estadisticamente significativa

entre los distintos grupos etarios.
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Figura 9. Niveles de expresion de IL-5 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Cada
barra representa la media + la desviacién estdndar de la expresion de los grupos etarios
evaluados. *™¢ Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)

4.4. Expresion de IL-6

La expresion del gen de IL-6 manifiesta un patron de crecimiento progresivo al aumentar
la edad, alcanzado la mayor expresiéon en los animales del grupo 3. Los valores Ct
variacion dentro de un rango de 27.4 hasta 32.0 (Figura 10). Los productos amplificados
tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 78.5 a 79.0 ° C (Figura 11) demostrando la
amplificacién de un producto unico y especifico. Todos los animales presentaron niveles

detectables de ARNm de este gen.
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Figura 10. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucleétidos para IL-6 en mucosa
intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 27.4 y 32.0
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Figura 11. Curvas de disociacién (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucledtidos para el gen IL-6 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 78.5 a 79.0 ° C

La cuantificacion relativa de la expresion del gen de IL-6 mostré que los animales del
grupo 1,2 y 3 respectivamente expresaron 5.04+1.06, 8.00+£1.10 y 10.60£1.29 veces este
gen con respecto al grupo calibrador (Figura 12). La prueba de ANOVA de una via
concluye que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de
los grupos etarios. La prueba de Bonferroni sefala que existe diferencia estadisticamente

significativa entre los distintos grupos etarios.
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Figura 12. Niveles de expresiéon de IL-6 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas.
Cada barra representa la media + la desviacion estdndar de la expresion de los grupos
etarios evaluados *™° Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)
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4.5. Expresion de IL-10

La expresion del gen de IL-10 manifiesta un patrén de crecimiento progresivo al aumentar
la edad, logrando alcanzar la mdxima expresion en los animales del grupo 3. Los valores
Ct variacién dentro de un rango de 22.7 hasta 26.8 (Figura 13). Los productos amplificados
tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 83.1 a 83.8 °C (Figura 14) demostrando la
amplificacién de un producto tnico y especifico. Todos los animales presentaron niveles

detectables de ARNm de este gen.
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Figura 13. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucleétidos para IL-10 en
mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 22.7 y 26.8
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Figura 14. Curvas de disociacién (Tm) de los productos amplificados con el set de

oligonucleétidos para el gen IL-10 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 83.1.a 83.8 ° C
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La cuantificacion relativa de la expresion del gen de IL-10 mostré que los animales del
grupo 1, 2 y 3 respectivamente expresaron 7.21+1.02, 13.53+1.26, 18.77+1.48 veces este
gen con respecto al grupo calibrador (Figura 15). La prueba de ANOVA de una via
concluye que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de
los grupos etarios. La prueba de Bonferroni sefala que existe diferencia estadisticamente

significativa entre los distintos grupos etarios.
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Figura 15. Niveles de expresion de IL-10 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas.
Cada barra representa la media + la desviacion estdndar de la expresion de los grupos
etarios evaluados. “¢ Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)

4.6. Expresion de TGF-p

La expresion del gen de TGF-f manifiesta un patrén de crecimiento progresivo al
aumentar la edad, logrando alcanzar la maxima expresion en los animales del grupo 3. Los
valores Ct variacién dentro de un rango de 24.5 hasta 27.9. Los productos amplificados
tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 84.8 a 85.4° C demostrando la
amplificacion de un producto unico y especifico. Todos los animales presentaron niveles

detectables de ARNm de este gen.
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Figura 16. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucleétidos para TGF-f en
mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 24.5 y 27.9
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Figura 17. Curvas de disociacién (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucleétidos para el gen TGF- en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 84.8°C a 85.4° C

La cuantificacion relativa de la expresion del gen de TGF-B mostré que los animales del
grupo 1, 2 y 3 respectivamente expresaron 2.18+0.23, 3.03+0.18 y 4.06+0.15 veces este
gen con respecto al grupo calibrador (Figura 18). La prueba de ANOVA de una via
concluye que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de
los grupos etarios. La prueba de Bonferroni sefiala que existe diferencia estadisticamente

significativa entre los distintos grupos etarios.
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Figura 18. Niveles de expresion de TGF-f3 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas.
Cada barra representa la media + la desviacion estdndar de la expresion de los grupos
etarios evaluados. “¢ Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)

4.7. Expresion de GATA3

Se observa una expresion ascendente del gen de GATA3 en las primeras semanas de vida,
alcanzando un pico mdximo en los animales del grupo 2 para luego disminuir ligeramente
en los animales del grupo 3. Los valores Ct variacién dentro de un rango de 24.5 hasta
28.4. Los productos amplificados tuvieron valores de Tm que oscilaron entre los 85.4 a
86.1 ° C demostrando la amplificaciéon de un producto dnico y especifico. Todos los
animales presentaron niveles detectables de ARNm de este gen.
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Figura 19. Curva de amplificacién (Ct) con el set de oligonucledtidos para GATA3 en
mucosa intestinal de crias de alpacas sanas. Los productos tuvieron un Ct entre 24.5 y 28.4
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Figura 20. Curvas de disociacién (Tm) de los productos amplificados con el set de
oligonucledtidos para el gen GATA3 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas. Los
valores de Tm oscilaron entre 85.4°C a 86.1° C

La cuantificacion relativa de la expresion del gen GATA3 mostré que los animales del
grupo 1, 2 y 3 respectivamente expresaron 1.24+0.12, 1.56+0.16, 1.16+0.13 veces este gen
con respecto al grupo calibrador (Figura 21). La prueba de ANOVA de una via concluye
que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en al menos uno de los grupos
etarios. La prueba de Bonferroni sefiala que existe diferencia estadisticamente significativa

solo entre los grupos 1 y 2, y entre los grupos 2y 3.
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Figura 21. Niveles de expresion de GATA3 en mucosa intestinal de crias de alpaca sanas.
Cada barra representa la media + la desviaciéon estindar de la expresion de los grupos
etarios evaluados. *” Letras diferentes sobre las columnas indican diferencia estadistica
significativa (P < 0.05)
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Figura 22. Expresion de GATA3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TFG-B en mucosa intestinal de
crias de alpacas clinicamente sanas. Las lineas representan la media de la expresion en los

diferentes grupos etarios evaluados

Cuadro 3. Niveles de Expresion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF- y GATA3 en mucosa
intestinal en crias de alpacas clinicamente sanas en los diferentes grupos etarios

Grupo Etario
Genes Calibrador 1 2 3
IL-4 1 2.48+0.26 8.59+0.30  6.58+0.48
IL-5 1 2.15+0.13 2.65+0.11 2.44+0.10
IL-6 1 5.04£1.06 8.00+1.10 10.6+ 1.29
IL-10 1 7.21+1.02 13.53+£1.26  18.77+1.48
TGF- 1 2.18+0.23 3.03+0.18 4.06+0.15
GATA3 1 1.24+0.12 1.56+0.16 1.16+0.13

42



4.8 Analisis histopatologico

Los resultados del estudio histopatolégico de los animales clinicamente sanos
determinaron que el 44% (8/18) de los animales no presentaron lesiones aparentes y el
56% (10/18) de los animales presentaron una leve enteritis catarral aguda difusa (Figura
25). El 84% (5/6) de los animales del grupo 1 no presentaron lesiones aparentes, a
excepcion de una muestra que presentd leve enteritis catarral aguda difusa (cuadro 4),
donde se encontré cuerpos baséfilos, esféricos u ovoides unidos al borde en cepillo del
epitelio compatible con Cryptosporidium spp (Figura 23). El 66 % (4/6) de los animales
del grupo 2 presentaron leve enteritis catarral aguda difusa y solo el 34% (2/6) no
mostraron lesiones aparentes (cuadro 4). Los animales que presentaron enteritis catarral
mostraron hiperplasia de tejidos (enterocitos y acinos glandulares), infiltracion de
leucocitos y pérdida del revestimiento epitelial. Se detect6 en un animal de 13 dias de edad
la presencia de cuerpos basoéfilos compatibles con Cryptosporidium spp. El 84% (5/6) de
los animales del grupo 3 presentd leve enteritis catarral aguda difusa (cuadro 4),
encontrando en un animal la presencia de quistes parasitarios, compatibles con Eimeria spp

(Figura 24) y solo el 16% (1/5) no present6 lesiones aparentes.

Figura 23. Yeyuno de alpaca de 8 dias de edad. Presencia de Cryptosporidium spp en el
apice de la mucosa intestinal. HE, 400x
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Figura 24. Yeyuno de alpaca de 47 dias de edad. Presencia de quistes parasitarios

compatibles con Eimeria spp HE, 100x

B Sin lesiones

B Enteritis Catarral
Aguda Difusa

Figura 25. Porcentaje de lesiones histopatoldgicas en yeyuno de crias de alpacas

clinicamente sanas

44



Cuadro 4. Frecuencia de lesiones histopatoldgicas por grupos etarios en yeyuno de crias

de alpaca clinicamente sanos

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Sin Lesiones 5 2 1
Enteritis Catarral 1 4 5
Aguda Difusa
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V. DISCUSION

En el presente estudio se tuvo por objetivo analizar la cinética de expresiéon del ARNm de
las citoquinas del perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B) y su factor transcripcional
GATA3 en alpacas clinicamente sanas. Estas citoquinas evocan una fuerte respuesta de
anticuerpos ademads de tener un efecto antiinflamatorio inhibiendo la inmunidad celular,

también interviene en reacciones alérgicas y contra parasitos gusanos (Romagnani, 2000).

Luego de realizar la RT -PCR tiempo real con el set de oligonucledtidos disefiado para los
genes de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-p y el factor transcripcional GATA3,
fue detectado el ARNm en todos los individuos, a excepcion de IL-4 donde solo un animal
de 14 dias no tuvo niveles detectables por lo que no se consideré en los promedios de
animales de su grupo etario. En un estudio de mucosa intestinal de crias de alpacas, el
ARNmMm del gen de IL-4 no se pudo detectar en un 24% (8/33) y el ARNm del gen de IL-10
no se detecté en un 18% (3/33) (Chiok, 2012), el cual usé cebadores reportados por
Odbileg et al (2005) basados en secuencias de bovinos y camellos. En este trabajo se
utilizé cebadores disefiados en base de secuencias de Vicugna pacos obtenidas del
GenBank, ambos estudios fueron realizados en la mucosa intestinal de las crias de alpacas
durante el primer mes de vida y utilizando la RT PCR tiempo real. La deteccion de ARNm
es influenciada por la metodologia y la conservacion de las muestras, ya que este acido
nucleico es muy proclive a sufrir cortes y desnaturalizacién por accién de nucleasas

enddgenas.

La disponibilidad de tener secuenciados los genes de las interleucinas u otras citoquinas
del sistema inmune de alpacas en el Genbank ha permitido disefiar los oligonucleétidos
cebadores, logrando amplificar productos de un tamafio adecuado para la técnica de PCR
en tiempo real. Los productos amplificados tuvieron un tamafio de 201 pb (GAPDH), 195
pb (IL-4), 202 pb (IL-5), 197 pb (IL-6), 205 pb (IL-10), 185 (TGF-p) y 201 pb (GATA3)
(Cuadro 2) como se predijo al disenar los cebadores. Se comprobd la especificidad de los

productos amplificados al existir concordancia con sus respectivos valores de temperatura
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de disociacién (Tm) de los productos finales establecidos previamente. Los valores de Tm
de los productos amplificados tuvieron valores que oscilan entre 82.3 a 83 °C para IL-4
(Figura 5), 74.9 a 75.4°C para IL-5 (Figura 8), 78.5 a 79.0 ° C para IL-6 (Figura 11), 83.1.a
83.8 ° C para IL-10 (Figura 14), 84.8°C a 85.40° C para TGF-B (Figural7), y 85.4 a 86.1
°C para GATA3 (Figura 20) obteniendo temperaturas de disociacidon esperadas para el
tamafio y secuencia previamente establecidos en el disefio de primer y la region a
amplificar. Cabe resaltar, que la temperatura de disociacién se ve influenciada por el
contenido de GC, tamaio de los amplicones y la secuencia de los mismos (Ririe et al.,
1997). En este trabajo las Tm de los productos obtenidos variaron minimamente y son
consideradas especificas por el reducido rango observado. Es posible que estas diferencias
sean resultado de las variaciones de lectura propias del termociclador o pequeias fallas de
la polimerasa en el proceso de polimerizacion de la cadena nucleotidica. El presente
trabajo no puede establecer con certeza la existencia de polimorfismos o isoformas
procedentes de mecanismos de recombinacién génica propias de la generacién de los
ARNmMm de las citoquinas estudiadas, aunque no se observaron productos que generen dos
curvas de disociacion en los resultados de cada muestra. Es necesaria la realizacion del
secuenciamiento nucleotidico de los productos del RT-PCR tiempo real para identificar
tales variaciones y emplear técnicas avanzadas para develar las implicancias de tales

cambios y sus efectos sobre los individuos en caso se presenten.

La combinaciéon de los factores ambientales y el manejo al que estin expuestos los
animales en estudio promueve la presentacion de la cinética de expresion de las citoquinas
observadas. Los animales en estudio han sido criados en condiciones semi intensivas,
siendo el muestreo realizado en épocas de paricién y empadre, condicionando un alto
movimiento de animales entre los rebafios y susceptibilidades fisiologicas de madres y
crias. Ademads, este periodo coincide con las altas temporadas de lluvia, favoreciendo el
crecimiento de los pastos y la proliferacion de patégenos como Clostidium perfringens
(Pérez et al., 2012), Eimeria spp (Rodriguez et al., 2012), Cryptosporidium parvum
(Palacios, 2008; Villacorta et al., 2009), E.coli spp (Luna et al, 2012; Mori et al., 2014),
Giardia spp (Gomez-Couso et al., 2012; Gomez-Puerta et al., 2014), Rotavirus (Morales et
al.,2007) y Betacoronoavirus I (Luna et al., 2015).

En general, el perfil de expresion de citoquinas Th2 en el yeyuno de alpacas obtenido en

este trabajo comprueba su produccién desde el nacimiento y su incremento a medida que
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aumenta la edad. Esto se debe al estimulo que reciben durante la implementacién de la
flora microbiana, que inducen la expresion de IgA como lo demuestra Dionisio ef al en el
2014 en crias de alpacas clinicamente sanas, mostrando un mayor incremento en animales
enfermos; esta expresion se asocia al aumento de la produccion de citoquinas del perfil
Th2 obtenidas en el presente estudio. Reyes en el 2015 también demuestra que la expresion
de IgA en la mucosa intestinal de alpacas sanas aumenta de manera progresiva al aumentar
la edad; sin embargo, a pesar de que las citoquinas del perfil Th2 no muestran una elevada
expresion en comparaciéon con las citoquinas del perfil Thl (Chiok, 2012; Watanabe,
2016), se puede concluir que no es necesario una elevada expresion de las citoquinas Th2

para estimular la produccion de IgA, a pesar de existir un predominio Thl.

La estructura histolégica del yeyuno de alpaca nos muestra que tiene todos los
componentes celulares para una apropiada respuesta inmune, tanto una respuesta innata y
adaptativa celular y humoral (Roca et al, 2014). En nuestro caso la produccién de
citoquinas que regulan la expresién de la IgA de mucosa intestinal estaria siendo
estimulada por citoquinas de diversas células. La producciéon de TGF-B se debe
principalmente por las células Treg; sin embargo, también son fuente importante de
produccién de esta citoquina las células dendriticas CD103+, macréfagos intestinales y
enterocitos (Biancheri ef al., 2014). La principal fuente de IL.-4 e IL-5 son las células Th2;
sin embargo, existen otras células que también producen estas citoquinas como son los
mastocitos, basofilos, esosindfilos y células linfoides innatas 2 (Wynn, 2015). La
produccién de IL-10 también se ve regulada por los linfocitos Th2, sin embargo casi todas
las células del sistema inmune producen IL-10, como los linfocitos Treg, Thl, linfocitos
B, macrofagos, células dendriticas entre otros (Saraiva y O’Garra, 2010). IL-6 es producida
por linfocitos Th2 pero existen otras células que también son fuente importante de esta
citoquina como las células epiteliales y células mononucleares de ldmina propia
(Kusugami et al., 1995). Teniendo en cuenta que el estudio evalda todo el tejido yeyunal,
el balance en la produccion de todas las citoquinas proviene de la interaccion de todos los
tipos celulares estimulados, capaces de producir las citoquinas evaluadas en el tejido

muestreado.

El andlisis de ARNm del gen de IL-4 manifest6 un patron de expresion ascendente y
gradual alcanzando el maximo valor en los animales del grupo 2 y descendiendo en los

animales del grupo 3. Este mismo patrén observé Chiok en el 2012 al analizar esta
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citoquina, pero encontrando valores mucho mads altos (81.6, 211 y 84, 3 veces la expresion
del gen de IL-4 con respecto al calibrador en la primera, tercera y quinta semana de edad
respectivamente) en comparacion a los encontrados en este trabajo (2.48, 8.59 y 6.58 veces
la expresion del gen de IL-4 con respecto al calibrador en los animales del grupo 1, 2 y 3
respectivamente). Estas diferencias en los niveles de expresion pueden relacionarse a las
variaciones en las condiciones ambientales que se presenta al ser realizado en diferentes
afios (cantidad de precipitaciéon pluvial, temperatura, humedad) a pesar de haberse
realizado en la misma zona de Marangani. Otro factor determinante es la implementacion
de la técnica de cuantificacion de ARN total en este trabajo, permitiendo realizar la RT-
PCR con concentraciones iniciales conocidas en todas las muestras, a diferencia de otros
trabajos donde solo se trabajé con volimenes, siendo de vital importancia en un trabajo de
cuantificacion. Sin embargo, pese a tener distintos niveles de expresion, evidencian la

misma cinética a través de la edad, confirmando el mismo comportamiento inmunoldgico.

El aumento de la expresion de IL-4 se asocia a una funcién de activacién y multiplicacion
de células B productoras de inmunoglobulinas, ademds de una diferenciacion a células
Th2. IL-4 cumple un importante rol en la diferenciacion de células TCD4+ virgenes a
células Th2 (Paul, 2010); aunque existen vias alternativas de diferenciacioén a células Th2
independiente de IL-4, no producen una respuesta tan eficiente como la estimulacion por la
via de IL-4 (Kopf et al., 1993). La citoquina IL-4 en este trabajo no muestra una expresion
muy elevada con respecto al grupo calibrador; esta baja expresion se asocia a una escasa
polarizacién hacia un perfil Th2 en el primer mes de vida, concordando con otros estudios
que muestran una mayor expresion de citoquinas de perfil celular (IFNy) sobre la
expresion de 1L-4 (Chiok, 2012, Watanabe 2016). Esto también se confirma al encontrar en
el andlisis histopatologico la presencia de Cryptosporidium spp y Eimeria spp; estos
patégenos estimulan una respuesta inmune celular mediada principalmente por IFNy y

TNFa (Ovington et al., 1995) teniendo influencia en los resultados obtenidos.

El andlisis de ARNm del gen de IL-5 manifesté el mismo patrén de expresion de IL-4. Sin
embargo, manifiesta una baja expresion con respecto al calibrador. ILS tiene la capacidad
de estimular la inmunidad humoral (Tizard, 2013); Sin embargo, a pesar de su baja
expresion, esta seria suficiente para activar la produccion de IgA en mucosa intestinal de
alpacas (Dionisio et al., 2014; Reyes, 2015). Su expresion también se asocia a una baja

respuesta de eosinéfilos, teniendo en cuenta que los animales en estudio cuentan con un rol
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de desparasitacion. No obstante; existen trabajos que confirman una alta prevalencia entre
los 5 meses a un afio (Contreras et al., 2014; Pérez et al., 2013), aunque otras referencias
mencionan que la edad mas susceptible es a los 3 a 4 meses de edad y después del destete
(Bustinza, 2000). Cabe resaltar, que IL-5 tiene un rol en la diferenciacion, proliferacién y
reclutamiento de eosin6filos (Coffman et al., 1989) y su respuesta contra nematodos,

céstodos y trematodos (Leder y Weller, 2000).

El patron de expresion de IL-4 e IL-5 concuerda también con el patron de expresion
mostrado por GATA3, manifestando una expresiéon con un comportamiento de parédbola.
Esta concordancia se debe a la regulacion del factor de transcripciéon en la expresion
directa de respectivas citoquinas, reestructurando la cromatina para abertura del locus
brindando accesibilidad de otros factores transcripcionales, ademds de aumentar la
expresion de respectivos genes (Abbas et al., 2015). No obstante, la expresion de GATA3
manifiesta una expresion similar con respecto al grupo calibrador, en donde se observa una
alta producciéon segin el Ct obtenido en el PCR tiempo real (anexo 6); el mismo
comportamiento se observa con otros factores de transcripcién como STAT 1 y STAT 4
(Watanabe, 2016). El alto Ct de GATA3 en el grupo calibrador, se relaciona con los
descubrimientos actuales sobre las diversas funciones de GATA3 en el desarrollo de
diversos tejidos a nivel embrionario y post natal (Kouros-Mehr et al., 2008; Pandolfi et al.,
1995). A pesar de compartir la misma cinética con IL-4 e IL-5, los niveles de expresion de
GATA3 no necesariamente deben de ser los mismos de los genes que regula, debido a que
GATA3 en bajos niveles de expresion es suficiente para inducir la expresion de IL-4
siempre que haya una activacion de STATS, activado por IL-2 (Zhu et al., 2003). No
obstante, la capacidad de GATA3 para inducir IL-4 sin la activacion de STATS se ve
limitada (Cote-Sierra et al., 2004) y STATS 5 es incapaz de inducir IL-4 sin la presencia
de GATA3 (Zhu et al., 2004).

Las Expresion de TGF-f3 en este estudio mostré una expresidon ascendente con la edad,
alcanzando su maxima expresion en los animales del grupo 3. La expresion mostrd valores
de (2.18, 3.03 y 4.06 veces este gen con respecto al grupo calibrador para los animales del
grupo 1, 2 y 3 respectivamente). Este comportamiento ascendente se observa en diversos
estudios en donde la presencia de diversos microorganismos estimulan su expresion; Asi
tenemos que en ratones ante el estimulo de Chlamydia trachomatis se ve aumentada la

expresion de TGF-B, también en monocitos humanos ante el estimulo de Mycobacterium
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tuberculosis, en macréfagos intestinales de ratén ante la presencia de Mycobacterium
avium, ante la presencia de protozoos (Toxoplasma gondi, Lesishmania spp y Tripanosoma
cruzi) y en infecciones virales como Citomegalovirus, Hepatitis C, VIH (Reed, 1999).
Ademds, Herrera en el 2012 analiz6 la expresion de la citoquina TGF- en mucosa yeyunal
de crias de alpaca encontrando un aumento de la expresion en animales clinicamente sanos
y un mayor aumento en animales enfermos, confirmando que la expresion de TGF-B3 es

necesaria y estd presente ante diferentes estimulos microbioldgicos en el intestino.

Esta expresion progresiva se asocia a 2 importantes funciones de TGF-B. Una de las
funciones es la regulacion del sistema inmune estimulando la induccion de células T
reguladoras FOXP3+ de importante rol en la tolerancia inmunoldgica ademds de la
reduccién de produccién de citoquinas pro inflamatorias (Worthington et al., 2011). Esta
importante funcidn de regulacion es necesaria para impedir que la respuesta inmune no sea
nociva para el organismo ya que en ratones deficientes de TGF-f presentan severas
inflamaciones multi-organicas y enfermedades inflamatorias entéricas (Becker er al.,
2006). Sin embargo, esto puede ser aprovechado por patégenos, sabiendo que la
sobreproduccién de TGF-f permite la supervivencia e incremento en la proliferacién de
microorganismos, encontrandose sobre expresada en animales con mala nutricién (Dai y
Murray, 1998). La segunda importante funciéon de TGF-B es la produccién de IgA, de
importante funcién neutralizante, por las células plasméticas en el intestino (Cerutti y
Rescigno, 2008), existiendo deficiencia de IgA en ratones sin el receptor TPRII en

linfocitos B (Cazac y Roes, 2000).

La Expresion de IL-10 en este estudio mostré una expresion ascendente con la edad,
alcanzando su méaxima expresion en los animales del grupo 3. La expresion mostro valores
de (7.21, 13.53, 18.77 veces este gen con respecto al grupo calibrador para los animales
del grupo 1, 2 y 3 respectivamente). En diversos estudios IL-10 aumenta su expresion en
presencia de patégenos; como en presencia de antigenos clostridiales (More, 2013;
Tuovinen et al., 2013) y de protozoos intracelulares aun en presencia de una elevada
expresion de IFNy (Jankovic et al., 2007). Chiok en el 2012, analiz6 la expresion del gen
de IL-10 en mucosa yeyunal de crias de alpaca clinicamente sanas observando un patrén de
expresion ascendente, mostrando un descenso en la Sta y 6ta semana de vida; a diferencia
de este trabajo donde se muestra una expresion ascendente con la edad. Esta diferencia

podria deberse a que los animales en el trabajo de Chiok alcanzaron la regulaciéon inmune
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con anticipacion con respecto a los animales de este estudio; cabe resaltar, que ambos
trabajos son realizados en diferentes anos, pudiendo existir algunas diferencias
climatolégicas, microbioldgicas y de manejo que podrian estar influenciando en los
resultados obtenidos. Ademds, se sabe que IL-10 al controla las respuestas inmunes
inflamatorias, promueve la tolerancia inmunoldgica en mucosas manteniendo la
homeostasis, siendo necesario para el establecimiento de un mutuo beneficio de
comensalismo con la microbiota intestinal; sin embargo, esto puede ser aprovechado por

algunos patdgenos, facilitando su colonizacién y proliferacién (Kole y Maloy, 2014).

IL-6 mostré una expresion progresiva con la edad alcanzando su méxima expresion en los
animales del grupo 3; esta expresion ascendente se asocia con la labor de IL-6 en la
produccion de IgA y su funcién en la respuesta inflamatoria (Tizard, 2013). Cultivos de
células B de placas de Peyer con IL-6 muestran un incremento de 8 veces la produccion de
IgA, mientras el incremento de secrecion de IgM o IgG no se vio afectado (Beagle et al.,
1991). En otro estudio, aislados de células B IgA+ obtenidos de GALT de apéndice de
humano expresaron altos niveles del receptor de IL-6 (IL-6R) y responden a IL-6 con un
incremento significativo en el nimero de células IgA (Fujihashi., et al 1992); ademads, el
uso de IL-6 recombinante aumenta en un 50% la expresion de IgA en intestino de ratones
(Bao et al., 1998), confirmando la importancia de la expresion de IL-6 para la produccion
de IgA en intestino. Sin embargo, IL-6 también tiene un importante rol en la respuesta
inflamatoria en el intestino estimulando la activacion del NF-kB, un central mediador de la
respuesta inflamatoria intestinal (Wang et al., 2003). Esta funcién pro inflamatoria estaria
siendo predominante al contrastar con los resultados histopatoldgicos, mostrando mas
individuos con presencia de leve enteritis catarral aguda difusa al incrementan la edad,
siendo influenciado por patégenos como Eimeria spp o Cryptosporidium spp encontrados
en este trabajo. En modelos murinos, IL-6 aumenta su expresion ante el estimulo de
patégenos como Citrobacter rodentium (Dann et al., 2008) y Giardia lambia (Zhou et al.,
2003), también muestra una elevada expresion de IL-6 en ratones y pollos infectados con
Eimeria tenella (Lynagh et al., 2003), en presencia de Cryptosporidium parvum (Maillot
et al., 2000) y en presencia de exotoxinas de Clostridium perfringens en monocitos
humanos (Krakauer et al., 1997), demostrando que la expresion de IL6 aumenta al mediar

una respuesta inmune contra patdgenos, siendo necesaria para su control.
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Se debe tener en cuenta que la expresion de las citoquinas en estudio se analiza de manera
independiente; sin embargo, todas tienen una funcién en conjunto. Tanto IL-4 e IL-5
siguen el patrén de expresion del factor transcripcional GATA3 que estimula su expresion
(Abbas et al., 2015) siendo estas citoquinas estimuladoras de la activacién y proliferacion
de células B. IL-6 aumenta su expresion de manera progresiva con la edad y trabaja
conjuntamente con IL-4 e IL-5 estimulando la diferenciacién de células B a células
plasméticas y produccién de inmunoglobulinas, al mismo tiempo que también estimula una
respuesta inflamatoria (Carrillo de Albornoz et al., 2006). Simultaneamente, IL-10 y TGF-
[} aumentan su expresion de manera progresiva al transcurrir los dias con la finalidad de
regular la respuesta inmune y fomentar la tolerancia contra antigenos inocuos, ademas de
controlar la respuesta inmune montada contra los diversos patégenos del entorno y no se

vuelva una respuesta inmune nociva para el organismo (Jarry et al., 2008).

Los resultados observados de todas las citoquinas pueden asociarse a una respuesta
inmunoldgica transitoria debido a la presencia de nuevos antigenos alimenticios y
microbioldgicos generando un descenso en la respuesta inmune al transcurrir las semanas
(Strobel, 2001). Resultados similares pueden apreciarse en otros trabajos donde se estudia
la expresion de citoquinas en la mucosa intestinal de alpacas durante el primer mes de vida,
donde también refleja un aumento de la respuesta inmune en las primeras semanas de vida
para luego mostrar un ligero descenso, posiblemente asociado a un proceso de regulacioén y
tolerancia inmunoldgica. Barddlez en el 2013 demuestra que la expresion de IL-1a e TNF-
a sigue este patron de expresion a través de la edad, al igual que Chiok en el 2012 al
analizar la expresion de IFN-y e IL-4. Dionisio et al en el 2014, encuentra que la expresion
de la IgA también tiene este patrén de expresion. More ef al en el 2011 también encuentra
este patron de expresion al estudiar las o y [ defensinas de alpacas clinicamente sanas,
demostrando que la inmunidad innata como adquirida sigue este proceso adaptativo a
nuevos antigenos. Ademds también este patron de comportamiento se ve reflejado en otras
especies como en cerdos y ratones (Bailey et al., 2001). Sin embargo, las citoquinas IL-10
y TGF-B no siguen este patrén, mostrando una expresiéon ascendente con la edad
asocidndose a su indispensable labor en la inhibicién de la respuesta inmune (Abbas,

2015).

Ademas se debe tener en cuenta la influencia de factores inmunoestimuladores como el

calostro. Las crias de alpacas nacen hipogammaglobulinémicas debido a la placentacién
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epiteliocorial difusa de los camélidos, condicién que las pone en un estado muy vulnerable
al nacimiento, siendo el calostro la principal fuente de proteccién contra patégenos en
neonatos al contener principalmente IgG (Whitehead, 2009). Ademads, existen otros
factores de proteccién inespecificos como lizosimas, lactoferrina, complemento (Ferndndez
et al., 1994) y células inmunes maternas viables incluyendo linfocitos T y B, neutrdfilos,
macréfagos que cumplen una funcién de estimulacién en el desarrollo inmunolégico (Le
Jan, 1996). Trabajos en otras especies muestran como los estimulos del calostro influyen
en los neonatos: En bovinos, el calostro contiene citoquinas (IL-1b, IL-6, TNF-a e IFN-y)
que comprometen el desarrollo del sistema inmune (Tizard, 2013); el calostro también
tiene propiedades antiinflamatorias sobre las células epiteliales intestinales, inhibiendo la
produccién de citoquinas inflamatorias a través de la inhibicién del NF-kB (An et al.,
2009); en potrillos, el efecto del calostro estimula la expresion de los receptores para TGF-
B, ademas de aumentar el niimero de células de globet (Palm ez al., 2015); es por eso que el
calostro cumple un rol crucial en el neonato, no sélo brindando proteccion a través de sus
inmunoglobulinas 'y factores inmunoldgicos no especificos, también brindando

estimulacion para el buen desarrollo de la inmunidad.

Diversos estudios muestran la respuesta inmune montada para controlar la proliferacion de
patégenos y como las citoquinas intervienen en este proceso. Pollos infectados con
Eimeria spp mostraron una elevada expresion de IFN vy, IL-2, IL6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-
16 e IL-18; sin embargo, la expresion de IL-4 e IL-13 disminuye al retarse con este
patdgeno, mostrando una baja expresion del perfil Th2 en su control (Hong et al., 2006).
En ratones la expresion de TNF-a e IFN-y mostro ser necesarios para el control de la
infeccion de Eimerias spp y otros protozoarios (Ovington et al.,1995). IFN-y y TNF-a
evidenciaron efectividad en el control de Cryptosporidium parvum confirmando que la
principal respuesta inmune montada contra la infeccion de este patdgeno es la celular. En
ratones knockout IFNy-/- se mostro susceptibilidad significativa a la infeccion de
Cryptosporidium parvum; no obstante, anticuerpos anti IL-4 e IL.-5 mostraron un aumento
del nivel de infeccion manifestando que estas citoquinas también interviene en el control
de Cryptosporidium parvum (Petry et al., 2010). E.coli estimula la expresion de citoquinas
pro inflamatorias como IL-1b, IL-8 y TNF-a (Walle et al., 2013) promueve su control. En
células epiteliales y monocitos, se demostrd que estas células expresan altamente IL-1, IL-

6, IL-8 y TNF-a al retarse con E.coli (Agace et al., 1993). Estudios in vitro demostraron
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que los leucocitos expresan TNF-a, IL-1a, e IL-1B a, IFNy, IL-2, IL-10 en presencia de
Clostridium perfringens (More, 2013; Tambillo et al., 2013), produciendo citoquinas pro y
antiinflamatorias. Por lo descrito anteriormente, se sugiere que la asociacion de los
microorganismos en el ambiente estén influyendo en la respuesta del sistema inmune

encontrada en este trabajo.

En este estudio, el andlisis de la expresion de ARNm de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-6,
TGF-f, IL-10 y el factor transcripcional GATA3 fueron detectados en los primeros dias de
vida y una leve expresion en los fetos 11 meses, demostrando que existe un sistema
inmune ya desarrollado y capaz de montar una respuesta inmune desde el nacimiento.
Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Roca en el 2014, donde se evidencia la
presencia de tejido linfoide asociado a mucosa intestinal anterior al nacimiento tanto en
yeyuno como en ileon de alpacas, siendo las Placas de Peyer ileales las que sufren una
involucién y las Placas de Peyer yeyunales las que persisten durante toda la vida del

animal, siendo ambas activas post nacimiento.

El andlisis histopatolégico de la mucosa intestinal del yeyuno en alpacas clinicamente
sanas mostr6 individuos sin lesiones aparentes y animales con leve enteritis catarral al
aumentar la edad a pesar de ser animales clinicamente sanos. Es comun encontrar alguna
lesion histolégica subclinica en los neonatos, debido a que en esta etapa de vida se
establecen microorganismos en el tracto intestinal, interactuando con el epitelio y
estimulando respuestas inmunes locales (Round y Mazmanian, 2009); siendo necesarias
para el desarrollo del sistema inmune. Ademds, los resultados histopatoldgicos coinciden
con el incremento de expresion de citoquinas encontradas en este trabajo como son las IL-
4, IL-5 e IL-6, manifestando una expresion progresiva con la edad. Sin embargo, la IL-6
sigue aumentando su expresion alcanzando su méaximo nivel en los animales del grupo 3,
concordando con una mayor proporcién de animales que presentan una leves enteritis
catarral aguda difusa en animales de mayor edad en este estudio; resaltando que IL-6 es
una citoquina que tiene un importante rol en la respuesta pro inflamatoria y también media
la respuesta adaptativa por linfocitos Th17 (Kimura y Kishimoto, 2010). También se
detecto la presencia de cuerpos baséfilos, esféricos u ovoides unidos al borde en cepillo del
epitelio compatible con Cryptosporidium spp en 2 animales de 8 y 13 dias de edad y la
presencia de quistes parasitarios compatibles con Eimeria spp en un animal de 47 dias de

edad. Estudios han identificado la presencia de Cryptosporidium spp tanto en animales
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menores de 15 dias de edad con presencia y sin presencia de diarreas, considerdndose
como un factor de riesgo para la existencia de procesos diarreicos (Palacios, 2008;
Villacorta et al., 2009). La prevalencia de Eimeria spp en alpacas menores de 30 dias de
edad es muy baja, existiendo una mayor prevalencia en alpacas de 31 a 45 dias de edad
(Rodriguez., et al 2012), detectados tanto en animales con presencia y ausencia de diarreas;
ademds de ser considerado como un factor de riesgo para la aparicion de la enterotoxemia
(Rosadio, 2010). La presencia de Cryptosporidium spp y Eimeria spp en el andlisis
histopatolégico, demuestra que el sistema inmune de las alpacas es retado constantemente
por diversos patdgenos, estimulando un aumento de la expresion de citoquinas con la

finalidad de mediar una respuesta para lograr su control.

En otros estudios donde se realiza un andlisis histopatolégico en la mucosa intestinal de
crias de alpacas con enteropatias, la enteritis necrética difusa aguda fue la lesion
histolégica con mayor frecuencia 68% (21/31), logrando asociar las lesiones a bacterias
(6/31) a Eimeria spp (2/31) y a Cryptosporidium spp (2/31) (Herrera, 2012). Chiok en el
2012 encontré que el 83% de los animales con enteropatia en estudio (30/36) presentaron
enteritis necrdtica aguda difusa, lograndose asociar las lesiones a bacterias (7/31) y a
Cryptosporidium spp (3/36). Confirmando que Cryptosporidium spp y Eimeria spp son
uno de los principales patogenos que retan el sistema inmune de las alpacas; ademas, las
lesiones encontradas en animales con enteropatias son severas con respecto a las

encontradas en este trabajo teniendo en cuenta que son animales clinicamente sanos.
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VI. CONCLUSIONES

La expresion de las citoquinas IL-4, IL-5 y GATA3 en crias de alpacas
clinicamente sanas se mostré ascendente en las primeras semanas de vida
alcanzando su mdéxima expresion en los animales 10 a 21 dias, descendiendo

ligeramente en los animales de 26 a 47 dias de edad.

La expresion de las citoquinas IL-6, IL-10 y TGF- en crias de alpaca clinicamente
sanas manifesté una expresion progresiva con la edad, alcanzando su maximo valor

en los animales de 36 a 47 dias de edad.

El anélisis histopatoldgico mostré un aumento de individuos con presencia de leve
enteritis catarral aguda difusa al aumentar la edad, alcanzando un 84% (5/6) en los
animales de 26 a 47 dias de edad, asociado a la presencia de patdégenos como

Cryptosporidium spp. y Eimeria spp, influyendo en los resultados de obtenidos.
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VII. SUGERENCIAS

Evaluar los patrones cinéticos de expresion de los factores de transcripcion
correspondiente a otros linajes de linfocitos T colaboradores como FOXP3 (Treg) o
RORyt (Th17).

Identificar y cuantificar la presencia de otros linajes celulares tanto de inmunidad
innata como adquirida en la mucosa intestinal a través de un andlisis
inmunohistoquimico o de citometria de flujo, con la finalidad de analizar su
influencia en la respuesta inmune.
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IX. ANEXOS

Cuadro A1l. Resultados de la cuantificacién relativa de IL-4 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

cT AACt | PROMED
EDAD | CTIL4 | Tm | . oo |2 C 0 DS | ¢V
GRUPO | Fetodl |y | gy 8 | 2383 1
CALIBRADOR | Mmeses
> dias | 3545 | 82.8 | 2069 | 2.66
3dias | 36.76 | 82.8 | 21.72 | 2.18
cRUPG1 | 5dis | 3525 | 828 | 2017 | 213 | .o | Lol
7dias | 3432 | 83.0 | 1963 | 2.79
7dias | 34.80 | 823 | 2000 | 259
8dias | 3491 | 830 | 2005 | 2.48
10dias | 3474 | 82.8 | 21.75 | 9.06
13 dias | 33.97 | 82.8 | 2087 | 8.42
GRUPO2 | 12dias AT 859 [0.30]0.03
19 dias | 3506 | 82.8 | 21.94 | 829
20dias | 3421 | 823 | 2113 | 852
21dias | 33.11 | 823 | 2007 | 8.76
26dias | 33.77 | 83.0 | 2027 | 6.34
38dias | 33.79 | 823 | 2034 | 6.58
cRUPO3 | 39dfs | 3298 | 828 | 1964 | 709 | | |0
Aldias | 3381 | 823 | 2031 | 6.34
47 dias | 36.37 | 83.0 | 22.77 | 5.94
47 dias | 3240 | 830 | 19.07 | 7.18

NA*= No se detect6 ARNm IL-4.

DS= Desviacion estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro A2. Resultados de la cuantificacion relativa de IL-5 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

EDAD | CTILS | Tm | ACJDH 22 ¢t P';?Q"E DS | cv
GRUPO | Fetoll | oo o9 | 51 | 2383 | 1
CALIBRADOR | meses
2dias | 31.86 | 75.1 | 20.65 | 1.94
3dias | 3291 | 754 | 21.95 | 2.30
GRUPO1 | 5das | 3275 | 751 | 2173 | 220 | .o | 01a | 006
7dias | 3262 | 751 | 21.51 | 2.08
7dias | 3372 | 754 | 2270 | 2.22
8dias | 3248 | 750 | 21.41 | 2.14
10dias | 3255 | 754 | 21.79 | 2.65
13dias | 30.86 | 75.4 | 2021 | 2.86
GRUPOy | 14dias | 3123 | 749 | 2048 | 267 | L .o | 511 | 00a
19dias | 32.67 | 75.4 | 21.89 | 2.61
20dias | 3230 | 75.1 | 21.51 | 2.59
21dias | 31.82 | 75.1 | 2098 | 2.51
26dias | 31.86 | 75.1 | 20.95 | 2.38
38dias | 3211 | 754 | 2131 | 2.57
cRUPG3 | 39dias | 32.78 | 74.9 | 2182 | 230 | L, | 010 | 0.0
41dias | 3248 | 75.4 | 21.55 | 2.40
47dias | 31.78 | 75.0 | 2091 | 2.46
47dias | 31.87 | 754 | 21.10 | 2.64

DS= Desviacién estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro A3. Resultados de la cuantificacion relativa de IL-6 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

EDAD | CTIL6 | Tm | ACJDH 27 ¢t P'T)?g' El bs cv
GRUPO Fetoll | 5,40 | 785 | 2383 | 1
CALIBRADOR | meses
2dias | 2836 | 785 | 2017 | 5.25
3dias | 29.10 | 78.8 | 20.45 | 3.80
GRUPO 1 Sdias | 2861 | 788 | 2054 | 567 | 0| oo | g1
7dias | 2822 | 78.8 | 20.13 | 558
7dias | 3166 | 78.8 | 22.92 | 3.56
8dias | 27.64 | 785 | 19.69 | 6.17
10dias | 27.39 | 785 | 20.01 | 9.14
13dias | 30.83 | 79.0 | 22.89 | 6.22
GRUPG2 | L4dias | 29.46 | 788 | 2195 | 835 | . | 10| o1
19dias | 3034 | 79.0 | 22.67 | 7.48
20dias | 28.17 | 788 | 20.64 | 824
21dias | 2825 | 79.0 | 20.85 | 9.02
26dias | 2892 | 79.0 | 21.57 | 9.33
38dias | 28.19 | 788 | 21.21 | 12.10
GRUpo3 | 39dias | 2875 | 788 | 2138 | 924 | | o0 | o
41dias | 28.01 | 79.0 | 20.78 | 10.14
47dias | 29.31 | 788 | 22.13 | 10.54
47 dias | 27.89 | 788 | 2091 | 12.09

DS= Desviacion estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro A4. Resultados de la cuantificacion relativa de IL-10 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

cT ] PROME
EDAD | CTIL0 | Tm | oo |2 A% ot bIo DS | CV
GRUPO | Fetoll | 4, .0 | o35 | 2383 1
CALIBRADOR | meses
2dias | 2475 | 838 | 2040 | 858
3dias | 2375 | 834 | 1930 | 8.04
GRUPO 1 Sdias | 2457 | 836 | 19.97 7.23 291 | 102 | 014
7dias | 2381 | 836 | 19.10 | 6.69
7dias | 26.18 | 83.8 | 21.40 6.36
8dias | 26.48 | 83.0 | 21.70 6.40
10dias | 24.63 | 834 | 21.10 | 15.22
13dias | 24.58 | 837 | 2092 | 13.86
GRUPO 2 | 14dias | 24.49 | 831 20.79 | 1349 | 1o | 196 | 009
19dias | 25.50 | 834 | 21.60 | 11.76
20dias | 24.17 | 833 | 2050 | 13.77
21dias | 2335 | 836 | 19.60 | 13.07
26dias | 23.13 | 838 | 19.91 | 1865
38dias | 2428 | 837 | 2099 | 18.06
GRUPO3 | 39dias | 2349 | 838 | 2030 | 1925 | ... | 0| oo
41dias | 23.74 | 837 | 2050 | 1855
47 dias | 25.88 | 83.1 2251 | 16.83
47dias | 2274 | 837 | 19.70 | 21.31

DS= Desviacion estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro AS. Resultados de la cuantificacidon relativa de TGF-f3 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

EDAD | CTTGF-B| Tm | ACPTDH 244 ¢t P';?(“)"E DS | cv

GRUPO Fetoll 1 3039 | 854 | 23.83 1

CALIBRADOR | meses

2dias | 2528 | 84.8 | 2001 | 243
3dias | 27.23 | 854 | 21.70 | 2.06

GRUPO 1 sdias | 27.67 | 848 | 2200 | 186 | .o | 2| on
7dias | 27.02 | 848 | 2150 | 2.07
7dias | 2628 | 854 | 21.11 | 2.44
8dias | 2671 | 848 | 21.12 | 225
10dias | 27.13 | 84.8 | 22.19 | 3.09
13dias | 27.75 | 848 | 2272 | 291

cRUPG2 | 14dias | 2634 | sas | 2144 | 307 | | | oo
19dias | 2698 | 84.8 | 21.84 | 2.69
20dias | 2604 | 851 | 21.15 | 3.20
21dias | 2543 | 848 | 2052 | 3.15
26dias | 2470 | 848 | 20.14 | 4.00
38dias | 2620 | 854 | 21.56 | 3.80

cRUPG3 | 39dias | 2642 | 854 [ 2100 [ 412 |, | |
41dias | 26.09 | 848 | 21.61 | 4.4
47dias | 2648 | 854 | 21.95 | 4.0
47dias | 2641 | 845 | 21.89 | 4.13

DS= Desviacion estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro A6. Resultados de la cuantificacion relativa de GATA3 de las muestras de mucosa

intestinal de crias de alpacas sanas con respecto al calibrador

EDAD | ACTT | MG ACPTDH 244 ¢t P';?(“)"E DS | cv
GRUPO | Fetoll | g 0 | g6 1 | 23.83 1
CALIBRADOR | meses
2dias | 2645 | 86.1 | 21.30 | 1.21
3dias | 2801 | 859 | 22.94 | 1.8
crUPO1 | 5dias | 2720 [ 854 [ 2183 | 103 | | | o
7dias | 2739 | 85.8 | 22.43 | 1.38
7dias | 2690 | 858 | 21.88 | 1.33
8dias | 27.32 | 855 | 22.18 | 1.22
10dias | 2655 | 858 | 22.01 | 1.84
13dias | 2689 | 856 | 22.11 | 1.56
cRUPG2 | 14dias | 2757 | 853 [ 2273 | 149 | | | .|,y
19dias | 26.96 | 85.6 | 22.29 | 1.69
20dias | 26.42 | 85.6 | 21.50 | 1.42
21dias | 25.43 | 858 | 2049 | 1.39
26dias | 2460 | 856 | 19.69 | 1.42
38dias | 2653 | 85.6 | 21.30 | 1.14
cRUPO3 | 39dias | 2559 | 858 [ 2029 | 109 | | |,
4ldias | 26.48 | 859 | 21.23 | 1.13
47 dias | 2602 | 85.6 | 2072 | 1.09
47dias | 2576 | 859 | 2055 | 1.16

DS= Desviacion estandar.

CV= Coeficiente variacion.
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Cuadro A7. Resultados del estudio histopatoldgico de las muestras de mucosa intestinal
de crias de alpaca clinicamente sanas con tinciéon H:E.

N° IDENTIFICA | EDAD SEXO RAZA DIAGNOSTICO
Muestra CION HISTOPATOLOGICO
1 Alp 01- 2013 2 dias Macho Suri Sin Lesiones Aparentes
2 Alp 19- 2013 3 dias Macho Suri Sin Lesiones Aparentes
3 Alp 20- 2013 5 dias Hembra | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes
4 Alp 08- 2013 7 dias Hembra | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes
5 Alp 21- 2013 7 dias Macho | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes
6 Alp 22- 2013 8 dias Macho | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

7 Alp 23- 2013 10 dias Macho | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes

8 Alp 24- 2013 13 dias Hembra | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

9 Alp 06- 2013 14 dias Macho | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

10 Alp 27- 2013 19 dias Hembra | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

11 Alp 28- 2013 20 dias Macho | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

12 Alp 26- 2013 21 dias Hembra | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes

13 Alp 25- 2013 26 dias Hembra | Huacaya | Sin Lesiones Aparentes

14 Alp 11- 2013 38 dias Macho | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

15 Alp 13- 2013 39 dias Macho Suri Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

16 Alp 09- 2013 41 dias Hembra Suri Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

17 Alp 10- 2013 47 dias Hembra | Huacaya | Leve Enteritis Catarral
Aguda Difusa

18 Alp 12- 2013 47 dias Macho | Huacaya | Leve Enteritis Catarral

Aguda Difusa
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awilk il4

Shapiro-Wilk W test for normal data

Warisbkle Obs W v =z Prob»z

ilg | 1&g 0.846820 3.104 2.250 0.01223

oneway il4 grupoetario, bonferroni

Ewallis il4, by{grupoetario)

FEruskal-Wallis equality—of-populations rank test

YU Olxa Rank Sum
1 & 21.00

5 75.00

3 & 57.00

14_235 with 2 d_f._

chi-squared

prokability = 0.00o0g
chi-squared with ties = 14_.235 with 2 d_£_
probability = 0.oo0og

rankaum il4, by (grupoetario)

Two—sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

grupoetario obs rank sum expected

X & 21 36

Z 5 45 30

combined Ia 66 -1
unadjusted wariance 30.00
adjustment for ties 0.00
adjusted wariance 30.00

Ho: ild {grupoe~oc—1) = ild |(grupoe~o—2)
=z = -2.73%
Prob > |z| = 0.0082

di 0.0062*3
.018e
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ranksum il4, by {grupocetario)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

grupoetario oba rank sum expected

Z 5 45 30

3 & 21 36

combined 11 (1 14
unadjusted wariance 30.00
adjustment for ties 0.00
adjusted wariance 30.00

Ho: ild (grupoe~o=—2)

= ild {grupoe~o=—3)

z = 2.739

Prob > |z| =

di 0.0062*3
.0186

D.00&2

rankaum ild4, by {grupoetaric)

Two—sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

grupoetario cka rank sum expected

1 5 15 an

3 & 51 36

combined 1x (-1 (-1
unadjusted wariance 20.00
adjustment for ties 0.0oo
adjusted wariance 20.00

Ho: il4 {grupoe-~o—1]1

Probk > |z=]| =

di 0.0062*3
.0186

1 = il4 {grupoe~o=—3)
z = —-2_.733

0.00&2

Figura A1. Resultados software STATA 11: Prueba de Shapiro wilk, Kruskal - Wallis y U
de Mann — Whitney para IL-4 en los diferentes grupos Etarios
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swilk il5

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable | Obs W v =z Prob>z
115 | 17 0.37344 0.561 =1.152 0.87540
oneway il5 grupoetario, bonferroni
knalysis of Variance

Source 55 df M5 i Prob > F
Between groups .BT73474368 2 .336737184 25.55 0.0000
Within groups .18450552¢6 14 .013178366

Total .BET7372834 16 .053623743
Bartlett's test for equal wvariances: chiZz(2) = 0.3551 Prob»chiZ = 0.837

Comparison of ILS by GRUPD ETARIO

{Bonferroni)

Row Mean-—
Col Mean Grupo 1 Grupo 2
Grupo 2 .431269
0.000
Grupo 3 .286 —-.205268
0.002 0.031

Figura A2. Resultados

software STATA 11: Prueba de Shapiro

Bonferroni para IL-5 en los diferentes grupos Etarios

wilk, ANOVA vy

awilk ilé
Shapiro-Wilk W test for normal data
Variable | Cbs W v z Probrz
ils | is 0.362058 0.763 -0.522 0.63304
oneway ilé grupocetarioc, bonferroni
Znalysis of Variance
Source 55 df MS 3] Prob > F
Between groups 77.3940116 2 38.6370058 29 .36 0.0oo0
Within groups 17.1355415 13 1.31811858
Total 94 5295532 15 6.301397021
Bartlett's test for esgqual variances: chizZ(2) = 0.1622 Prob>chiz = 0.922

Row Mean-—

Comparison of ILE& by GRUBD ETARIO

{Bonferroni)

Col Mean Grupo 1 Grupo 2
Grupo Z 2.96656
0.003
Grupoc 3 5.55224 2.53263
0.000 0.o008

Figura A3. Resultados software STATA 11: Prueba de Shapiro

Bonferroni para IL-6 en los diferentes grupos Etarios

wilk, ANOVA vy
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awilk ill0

Shapiro-Wilk W test for normal data

Varizkle Ckbs W v z Prob>z

ilid | 1& 0.32027 1.616 0.353 0.17038
oneway ill0 grupoetario, bonferroni

Analysis of Variance

Scurce 55 df M5 F Prob > F
Between groups 364 667081 2 182 33354 109_70 0.000a0
Within groups 21.607323%9 13 1.66210184

Total 386.274405 15 25.751627
Bartlett's test for equal wariances: chizZ(2) = 0.5201 Prob»chiz = 0.771

Comparison of IL10 by GRUBO ETARIO
{Bonferroni)
Row Mean-

Col Mean Grupo 1 Grupo 2
Grupo 2 6.32284
0.000
Grupo 2 11.5633 5.2405
0.000 0.000

Figura A4. Resultados software STATA 11: Prueba de Shapiro wilk, ANOVA vy

Bonferroni para IL-10 en los diferentes grupos Etarios

awilk tgfb

Shapiro-Wilk W test for normzl data

Varizsble Obs W v - Prob>z

tgfb | 16 0.31057 1.804 gk 7 oL 0.120&5
oneway tgfb grupocetario, bonferroni

Analysis of Variance

Source 55 df MS F Prob > F
Between groups 9.68727415 2 4 84363708 128.81 0.0000
Within groups .488833824 13 .037602602

Total 10.17610%8 15 .678407139
Bartlett's test for equal variances: chiZ(2) = 0.7632 Prob»chiZz = 0.683

Comparison of TGFB by GRUPO ETRRIO
{Bonferroni)
Row Mean-

Col Mean Grupo 1 Grupo 2
Grupo 2 .8545E53
0.000
Grupo 3 1.88467 1.03011
0.000 0.000

Figura AS. Resultados software STATA 11: Prueba de Shapiro wilk, ANOVA vy

Bonferroni para TGF-f3 en los diferentes grupos Etarios
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awilk gata3

Shapiro-Wilk W test for normal data

Comparison of GATRA3 by GRUPRD ETARIOD

{Bonferroni)

Row Mean-
Col Mean Grupo 1 Grupo Z
Grupo 2 .317587
0.0058
Grupo 3 —-.0815825 -.3593112
1.000 0.001

Variable Cbs W W -1 Prob>z
gata3d | 18 0.83387 2.201 1_579 0.05717
oneway gata3 grupoetario, bonferroni
ZAnalysis of Variance

Source 55 df M35 F. Prob > F
Between groups .53353710% 2 .266738555 12.73 0.000%
Within groups .312948435 15 .020863233

Total .B46545604 17 .0437368
Bartlett's test for equal wvariances: chiZ(2) = 0.5044 Prob®»chiZ = 0.777

Figura A6. Resultados software STATA 11: Prueba de Shapiro wilk, ANOVA vy

Bonferroni para GATA3 en los diferentes grupos Etarios
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