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RESUMEN

El objetivo fue identificar los eventos de la expresion del receptor Fc neonatal (FcRn) en
el intestino delgado de alpacas perinatas (Vicugna pacos). Se analiz6 una muestra
conformada por 8 alpacas recién nacidas (rango entre 0 a 3 dias), en las cuales, se
extrajeron un total de 24 biopsias (3 biopsias por cada alpaca, y segun las regiones del
duodeno, yeyuno e ileon), estas alpacas provinieron del departamento de Huancavelica.
La presencia del FcRn se demostré mediante la técnica de inmunohistoquimica. Como
principales resultados se tuvo que las muestras presentaron intensidades similares
segun la zona del intestino evaluada, para la gran mayoria de casos entre niveles
intermedio (2+) a intenso (3+), y este receptor estuvo presente solo en las células del
epitelio de las vellosidades intestinales y en las del epitelio muscular. La conclusion fue
gue el FcRn en intestino delgado de alpacas perinatas (Vicugna pacos) estuvo presente
en los enterocitos y células de las criptas de la mucosa, asi como también en las células
musculares. La homogeneidad en la expresion de niveles intermedio e intenso del FcRn
en casi todos los casos evaluados, incluyendo los casos que no consumieron calostro,
indicaria que la consolidacion de los niveles de esta proteina ocurriria durante el periodo

de gestacion.
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ABSTRACT

The objective was to identify the events of the expression of the neonatal Fc receptor
(FcRn) in the small intestine of perinata alpacas (Vicugna pacos). A sample made up of
8 newborn alpacas (range between 0 to 3 days) was analyzed, in which a total of 24
biopsies were extracted (3 biopsies for each alpaca, and according to the regions of the
duodenum, jejunum and ileum), these alpacas came from the department of
Huancavelica. The presence of the FcRn was demonstrated by the immunohistochemical
technique. The main results were that the samples presented similar intensities according
to the zone of the intestine sent, for the vast majority of cases between intermediate levels
(2+) to intense (3+), and this receptor was present only in the epithelial cells of the
intestinal villi and those of the muscular epithelium. The conclusion was that FCRn in the
small intestine of perinata alpacas (Vicugna pacos) was present in the enterocytes and
crypt cells of the mucosa, as well as in the muscle cells. The homogeneity in the
expression of intermediate and intense levels of FcRn in almost all the cases evaluated,
including the cases that did not consume colostrum, would indicate that the consolidation

of the levels of this protein occurs during the gestation period.
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Il. MARCO TEORICO

I. INTRODUCCION

El receptor neonatal Fc (FcRn) es una glicoproteina integral de membrana en forma de
heterodimero, parecido al MCH (complejo mayor de histocompatibilidad) de tipo o clase
I, cadenas ay B2-microglobulina (1). Este receptor fue descrito originalmente en roedores
como el transportador de inmunoglobulinas G (IgG) desde la madre hacia el recién
nacido a través del intestino neonatal (2). Posteriormente, se hall6 también en otros
mamiferos, y se identificé que en general, esta presente en las células epiteliales, que
entregan IgG a través de estas barreras, asi como también en las células endoteliales,

las cuales son responsables del mantenimiento de los niveles séricos de 1gG (3).

Este receptor en las mucosas presentaria la funcion de transportar inmunoglobulinas, las
cuales, responden y protegen contra los microbios que ingresan al cuerpo a través de
las mucosas superficies de las vias gastrointestinal, genitourinaria y tractos respiratorios
(4). En el ganado, la IgA es la principal inmunoglobulina en saliva, lagrimas y secreciones
nasales, mientras que la IgG predomina en el calostro, secreciones de la leche, del tracto

gastrointestinal y genitourinario (5-8).

La inmunidad pasiva en rumiantes implica la captacion de inmunoglobulinas del calostro,
en donde hay una alta selectividad en estas del plasma materno a través de la barrera
mamaria hacia el calostro, y solo la inmunoglobulina G1 (IgG1) se transfiere en grandes
cantidades (9). Posterior al consumo del calostro, las inmunoglobulinas se transportan a
hacia su sangre mediante la barrera intestinal. Este pasaje intestinal parece ser
inespecifico y, posteriormente, una gran proporcion de la IgG absorbida es reciclada
hacia el lumen intestinal (10,11). Esto podria contribuir a la proteccion del sistema

digestivo contra infecciones tempranas (8,12).



El predominio de 1gG1 sobre 1gG2 en mucosas apoya el concepto de que la IgG1 es
crucial para la inmunidad en rumiantes, lo cual también es apoyado por el hecho de que,
la 1IgG1 bovina, pero no la IgG2, es tan resistente a la protedlisis como la IgA (13). El
transporte transepitelial de la IgA en las secreciones de las mucosas es llevado a cabo
por el receptor polimérica de inmunoglobulinas, que también ha sido identificado en
ganado (14,15). Sin embargo, el mecanismo por el cual, la IgG cruza las células
epiteliales para proporcionar defensa en superficies de las mucosas, no se tiene muy

claro aun (se sospecha que es por el FcRn).

Todo esto se ha reportado en diversos tipos de rumiantes, pero existe una escasa
evidencia cientifica en camélidos, con especial mencion en la alpaca, y al ser el Perq,
una de las principales reservas de estos animales, ademas de que la crianza tiene como
prioridad el consumo de carne y fibra para los diversos pueblos, es importante
profundizar en la distribucién de este receptor, de tal forma que esto permita un mejor
entendimiento de la inmunidad de las alpacas, y, por ende, establecer tambien medidas
preventivas y orientadas hacia la proteccion del recién nacido, con el fin de mejorar la

supervivencia de este.

Por los motivos expuestos, se tuvo como objetivo el de identificar los eventos de la
expresion del receptor Fc neonatal (FCRn) en intestino delgado de alpacas perinatas
(Vicugna pacos). Para ello, se analiz6 una muestra de 8 alpacas recién nacidas (rango
entre 0 a 3 dias), en las cuales, se extrajeron un total de 24 biopsias (3 biopsias por cada
alpaca, y segun las tres regiones del intestino). Los diversos dias de evaluacién se

determinaron con el fin de establecer diferencias en la caracterizacion del FcRn.

Posteriormente, se demostrdé la presencia del FcRn mediante la técnica de la
inmunohistoquimica, la cual, implica la aplicaciéon de anticuerpos especificos para la
deteccion de epitopes del antigeno al cual va a dirigido. Finalmente, el presente estudio
encontré que esta proteina estuvo presente en las células las vellosidades intestinales y

en las células del epitelio muscular, y con intensidades muy similares.



2.1. Antecedentes

Tolopka, J. y col. (16) realizaron una investigacion en el afio 2017 cuyo objetivo fue
“Expresar la region soluble del receptor neonatal humano para la porcion Fc en su forma
heterodimérica, empleando células de mamifero, a fin de contar con una herramienta
para predecir la vida media de anticuerpos terapéuticos”. Estudio de nivel basico en el
que realizaron dos procedimientos: Clonaron la region codificante para los dominios
extracelulares de la cadena a (asol) y de la f2m. Luego, obtuvieron lineas estables CHO-
K1 y HEK293 por cotransfeccion con las moléculas de interés y evaluacion de la
productividad mediante Western Blot (WB). Como principales resultados, se detecto la
subunidad 2m mediante el WB en el sobrenadante concentrado de la linea celular CHO-
K1 asol/2m, generada con el agente transfectante y la proporcion 1:1 de ADN. Ademas,
no se pudo detectar la subunidad asol, ni tampoco se observo la expresion de la 32m en
la linea HEK293 asol/B2m. Finalmente, se prepard un extracto celular mediante ciclos
de congelacién y descongelacion, y se evalu6é mediante WB con el fin de fin de detectar
la acumulacion de dicha proteina en la via secretoria, evidenciando la 32m en el interior
de las células. Se concluy6 que no se logro obtener el FcRn como heterodimero debido

a la falta de expresion de la asol.

2.2. Bases teodricas

2.2.1. Laalpaca (Vicugna pacos)

Este es un herbivoro, especie domesticada y propia de Sudamérica desde hace mas
6000 afios de sus ancestros silvestres, asi como también sus antecesores, como la
vicufia (Vicugna vicugna) y el guanaco (Lama guanicoe) (17,18). Es criada en las zonas
altoandinas de Argentina, Chile, Perl y Bolivia. Ademas, desde el punto de vista
fisiolégico, es un animal apto para vivir a una gran altura y alimentarse con forrajes de

calidad heterogéneo (19).



Entre la composicion de este tipo de dieta se encuentran plantas xerofiticas con hojas
resinosas, como los arbustos tolares, los cuales se pueden ubicar en los pastizales de
las zonas aridas y semiaridas (20). Con respecto a los recursos que brindan, estos estan
orientados principalmente en la obtenciébn de energia para el transporte, asi como
también carne y fibra, entre otros (21). Por ejemplo, esta carne es destinada al
autoconsumo Yy venta, siendo atractiva por sus aspectos nutritivos, ya que presenta un

bajo porcentaje de grasa (colesterol) y alto de proteinas (22).

El aumento del interés sobre la crianza de estos animales es debido a la suavidad y
finura de su velldn, el cual, es importante en la industria textil y de relevancia econémica
para los pobladores de zonas rurales (23-25). Esto es diferente, por ejemplo, para otras
especies cercanas como las llamas, ya que estas son criadas de preferencia, para

consumo de carne y como animales de carga (26,27).

Entonces, los aspectos mas relevantes son la carne y el vellon, pero con respecto a la
leche que producen las alpacas, existen muy pocos estudios centrados en detallar su
composicion, dentro de los cuales, Ormachea demostrd que esta es muy similar a la de
la llama, y que sus principales componentes no se ven afectados por el periodo de
lactancia, aunque esto podria verse influenciado por la zona agroecoldgica (18). Este
poco interés en la leche de esta especie es muy diferente comparado con otros
camélidos, como la del camello, ya que es considerada como el “oro blanco del desierto”,
debido a su similitud con la leche materna en su composicion y se diferencia porque
contiene un alto contenido de minerales y de vitamina C, y bajo niveles de colesterol y

azucar (18).

Inclusive, esta leche ha sido reconocida porgue potencia los tratamientos contra diversas

enfermedades como la ictericia, asma, leishmaniasis, entre otros (28,29). Asimismo, se



ha demostrado que esta presenta proteinas protectoras parecidas al de la insulina, y, por
ende, son utilizadas para tratar la diabetes (30-32), ademas de presentar propiedades
antitumorales (33). Adicionalmente, se ha reportado propiedades antivirales,

antifangicas, antioxidantes y antibacterianos (34).

Diversas referencias resaltan e incentivan el poder conocer mas sobre la carne, el vellon,
pero sobre de la leche, ya que tampoco es una costumbre el ordefiar camélidos en
Sudamérica, con el motivo de comprender mejor cuales son los nutrientes necesarios
para las crias, las cuales dependen de esta, la época del afio, y la edad reproductiva
(18,35).

2.2.1.1. Proceso de inmunizacién de las alpacas: Desde el periodo de lactancia, su

aumento progresivo e importancia

Las alpacas poseen una placenta de tipo epiteliocorial difusa, la cual, impide el transporte
de inmunoglobulinas de la madre hacia el feto durante la gestacion, razon por la cual, las
crias nacen practicamente agammaglobulinémicas, y dependen del calostro para la

transferencia pasiva de anticuerpos maternales (36).

La concentracion de IgG en suero sanguineo de las crias, luego de la ingesta de calostro,
aumenta hasta niveles que proporcionan resistencia contra agentes infecciosos. La falla
de la transferencia pasiva (FTP) se define como un nivel de inmunoglobulina G sérica
inferior a 900 mg/dl a las 48 horas de vida. Los primeros estudios realizados en el Peru
indican que el 9% (11/82) de crias en Puno presentaban FTP, asociando esta condicion
con susceptibilidad a infecciones neonatales. También se ha reportado que existe una
relacion de 15% de alpacas y 20% de llamas americanas con FTP con susceptibilidades
a procesos infecciosos. Sin embargo, otros estudios descartan esta posible asociacion;

ya que también se ha reportado que, en 150 llamas y 300 crias de alpacas, se



encontraron solamente seis crias con concentraciones séricas de IgG menores a 1000
mg/dl, asi como que como la deteccion de que una sola cria presentaba FTP entre 77

animales evaluados (36).

Esto es diferente para otras especies de rumiantes, ya que las crias de bovinos son
capaces de producir IgG endbégeno durante las 3 primeras semanas de vida, pero a
niveles poco significativos. Ademas, también se ha evidenciado que los fetos de bovinos
tienen una limitada capacidad de producir IgG. Asimismo, considerando que los porcinos
también comparten el mismo tipo de placenta que los rumiantes, bajo condiciones-
normales, nacen libres de inmunoglobulinas, con ningun tipo de actividad de anticuerpos,
pero estos fetos son capaces de montar una reaccién inmune si son expuestos a

estimulos antigénicos en el utero (37).

Por otro lado, la adquisicion y absorcion de adecuados niveles de inmunoglobulina del
calostro es esencial para la salud del neonato. Maximos niveles de IgG sérica en
neonatos lactantes es alcanzado a las 06 horas, bajando luego estos valores de 24,52 a
8,8 mg/mL, considerandose concentraciones sobre los 10 mg/mL como indicadores de
transferencia pasiva exitosa. Las concentraciones de IgG declinan después de 2 a 5
semanas y hay un marcado incremento entre los 1 y 2 meses, hecho que indica que el

sistema inmune del neonato ha comenzado a madurar (37).

Con respecto a otras especies, las concentraciones de IgG en el calostro varian, en el
de camellos, bovinos y caprinos son de 116 000, 9. 800 y 9 600 mg/dL respectivamente.
Neonatos alimentados con calostro de vaca y cabra se mostraron saludables después
de la administracion de este, siendo la eficiencia aparente de absorcion de 35,1% para
calostro de camello, 32,1% para calostro de bovino y 31,3% para calostro de cabra. Por
ese motivo, la administracién de calostro bovino y caprino puede ser considerada en

camélidos neonatos cuando no es posible conseguir calostro de camélido (37).



2.2.2. Intestino delgado en alpacas

Este no presenta variaciones importantes con respecto a otros rumiantes. Entre algunas
de sus caracteristicas se encuentra que este posee una longitud de 13.4 metros
aproximadamente, un didmetro promedio de 2 a 3 centimetros, un origen en el piloro y
anatémicamente esta conformado por las tres zonas convencionales (duodeno, yeyuno
e ileon) (38).

La primera porcién se denomina duodeno, el cual, comienza en el piloro y en su porcion
inicial, presenta una dilatacion conocida como la ampolla duodenal. Su curso es por el
lado derecho de la primera vértebra cervical hacia la cavidad abdominal (zona dorsal),
pasando detras de la arteria mesentérica craneal desde el lado derecho al izquierdo (39).
La segunda porcion es el yeyuno, el cual, es la mas extensa, llegando a alcanzar en
alpacas una longitud de 12,4 m aproximadamente. Esta forma pliegues o asas en forma
de U alo largo de su trayecto, y en la parte caudal derecha del abdomen para la raiz del
mesenterio. Finalmente, la Gltima porcién es el ileon, esta se dirige hacia la parte media
y dorsal hasta el orificio ileocecal, extendiéndose desde el borde libre del pliegue

ileocecal, con el fin de comunicarse con el colon (39).

A nivel histologico, se compone de un epitelio cilindrico simple que presenta vellosidades
y criptas intestinales. Las vellosidades, los cuales son proyecciones digitiformes de la
capa de la mucosa, es la caracteristica mas relevante, y segun la actividad fisiolégica
intestinal y la especie, pueden variar en su altura. Por ejemplo, cudnto mas rapido es
esta digestion, la altura es mayor; las vellosidades de los rumiantes tienen una menor
altura en comparacion con los carnivoros. Por otro lado, los equinos y cerdos presentan
una altura intermedia, teniendo multiples criptas proliferativas alrededor, los cuales, se
abren a nivel basal como invaginaciones simples y tubulares que se ramifican, y que

penetran la capa de la mucosa hasta la muscular de esta (38).



Adicionalmente, existen entre 1 a 6 células progenitoras por cada cripta, ubicadas en la
base de esta, y que originan a las diferentes células que se movilizan hacia la region
apical de las vellosidades, como las células caliciformes y enteroendocrinas, asi como

también a los enterocitos. Por otro lado, las células de Paneth se quedan en la base (38).

2.2.3. Expresion de FcRn

2.2.3.1. Generalidades

Es una proteina cuya funcion es el transporte de las inmunoglobulinas de tipo IgG en
varias especies de animales, como ratones y ratas, incluyendo humanos. Su
composicion es a base de un heterodimero de una glicoproteina de membrana integral,

de una cadena ay una 2-microglobulina (2m), similar MHC tipo | (40).

Este receptor fue descrito originalmente en roedores como el transportador de
inmunoglobulinas G (IgG) desde la madre hacia el recién nacido a través del intestino
neonatal (2). Su presenta también se ha reportado en otros mamiferos, y se identifico
gue en general, esta presente en las células epiteliales, que entregan IgG a través de
estas barreras, asi como también en las células endoteliales, las cuales son

responsables del mantenimiento de los niveles séricos de IgG (3).

Posteriormente, se describié que el transporte de gammaglobulinas hacia los recién
nacidos, probablemente, ocurra antes o después del nacimiento. En este proceso es en
donde se estima la participacion de la porcibn Fc de la gammaglobulina, la cual,

interactda con algun receptor celular especifico (41).



2.2.3.2. Localizacion

En general, este receptor se ubica en las células epiteliales de diversos tejidos, y la
glandula mamaria no es la excepcion. Habiéndose reportado en este tipo tejido en
ratones, y otras especies, como porcinos, humanos, vacas, ovejas, entre otros. No

obstante, todavia existe desconocimiento parcial sobre el transporte de IgG en estos (9).

Durante el periodo de gestacion, la expresion del FcRn se ha reportado en las células
acinares. Posterior a ello, esta presencia decae. Contrariamente, en otros tejidos como
los provenientes del sistema respiratorio inferior, intestino delgado, y células

endoteliales, se ha reportado que los niveles no disminuyen significativamente (42).

Ademas, se ha propuesto que el FcRn transporta IgG durante la produccion del calostro,
debido al cambio de la expresion antes y después del parto, encontrandose, por ejemplo,
en el duodeno de cordero, que la expresion FCRn en las células de las criptas estarian
relacionado con la secrecién de IgGl. Entonces, es sugerido que, en las células
epiteliales de los rumiantes, este FCRn transporta, especificamente, IgG1 hacia el lumen
(43).

2.2.3.3 Funciones principales

La presencia del FcRn en diferentes epitelios (riidn, pulmon, placenta e intestino), in
vitro, ha demostrado que este receptor permite el paso de IgG en dos direcciones (44).
La absorcion de esta Ig por el FcRn requiere un pH acido, el cual, ocurre dentro de la luz
intestinal, especialmente en los endosomas acidificados. Por ejemplo, en la seccion
proximal del intestino de una rata recién nacida, el pH esta entre 6,0-6,5; esto permite la
unién del FcRn con las IgG, su absorcion apical, y la posterior endocitosis y paso hacia

la circulacién. Cuando este pH no llega a ser el adecuado, se sospecha que la IgG se
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absorbe pinocitosis, el cual después de la acidificacion del endosoma, se une al FcRn

(por reciclaje o transcitosis) (45).

Ademas, el FcRn en el pulmén influencia cualitativa y cuantitativamente en la secrecion
de IgG, ya que en ratones deficientes del FCRn, se demostro niveles reducidos de 1gG
en suero, que apoya mas la teoria sobre que la FcRn prolonga la vida media de esta
inmunoglobulina. Esta reduccion en los isotipos IgG fue igualmente observado en el
parénquima pulmonar, lo que implica que la difusion de la IgG depende de la circulacion
sistémica y de la expresion de esta proteina (46). Esto se observo también en lavado
bronqueoalveolar de estos ratones, en los cuales, a diferencia de IgA e IgM, la IgG
luminal dependia fuertemente de la expresion del FcRn, debido a que las
concentraciones fueron de 10 a 100 veces menores. En contraste, en ratones normales,
la IgG2b e IgG3 fueron menos frecuentes en suero que en la mucosa, lo cual demostraria
gue la relacién de isotipo depende de la expresion de esta proteina, ya que estos niveles
en el raton con deficiencia de este receptor fueron semejantes entre el suero y tejidos
(46).

Otra funcion notable del FcRn es la administracion de antigenos, ya que se ha
demostrado que el FcRn esta implicado en la transcitosis de IgG sérica monomeérica
desde el lado basolateral apical del epitelio, mediante el cual, los complejos inmunes
formados en la luz son administrados por el FcRn hacia la ldmina propia para el
procesamiento de antigenos, y a la vez desencadena respuestas inmunes. Por ende, el
FcRn en el epitelio, probablemente puede detectar infecciones epiteliales o luminales, y
transmitir informacion sobre estas infecciones a nivel local y sistémico del aparato

inmune (47).

2.2.3.4. Expresion del receptor neonatal en mucosa intestinal
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El paso de anticuerpos en rumiantes implica la captacion de estas del calostro, en la cual,
hay una alta selectividad en estas del plasma materno a través de la barrera mamaria
hacia el calostro, y solo la inmunoglobulina G1 (IgG1l) se transfiere en grandes
cantidades (9). Tras el ingreso de este calostro, las inmunoglobulinas se transportan
hacia la sangre mediante la barrera intestinal neonatal. Este pasaje intestinal parece ser
inespecifico y, posteriormente, una gran proporcion de la IgG absorbida es reciclada
hacia el lumen intestinal (7,10). Esta accion protegeria el sistema digestivo contra

infecciones tempranas (8,12).

Por primera vez, este receptor se identificé en el borde en cepillo en la region proximal
del intestino delgado, en roedores recién nacidos y se define como el receptor
responsable del transporte de IgG hacia la sangre a partir del calostro (1,2). Aunque, en
roedores, la expresion del FcRn en las células epiteliales intestinales se limita al periodo
de lactancia (48), en humanos, este receptor se ha detectado tanto en el feto como en

las células epiteliales intestinales adultas (49).

Adicionalmente, mientras que el FcRn transporta IgG unidireccionalmente en el torrente
sanguineo en roedores recién nacidos, el transporte de 1gG especifico de FcRn en el
intestino adulto humano puede, basado en experimentos in vitro, ser bidireccional, lo que
sugiere un sistema de secrecion para la defensa del huésped en la superficie de la
mucosa (50). Asi como en los humanos, también se ha planteado un mecanismo similar
de reabsorcion en rumiantes, en la cual, hay una expresion positiva de este receptor en
las células de la cripta, pero no en los enterocitos, lo que indicaria que este transporte
de 1gG se daria de forma inespecifica (9).

2.2.4. Inmunohistoquimica

Probablemente, este sea el método que mas ha revolucionado la Anatomia Patolégica

en los ultimos 50 afos, debido a su impacto en el diagnéstico y pronostico de los
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pacientes. Esta técnica histoldgica consiste en la aplicacion de anticuerpos dirigidos
contra determinantes antigénicos o epitopes de los antigenos tisulares, y una posterior
demostracion de esta reaccién mediante reactivos quimicos que realizan el relevado de

la zona bajo un color marron (51).

Sin embargo, la gran mayoria de médicos asistentes todavia desconocen su alcance y
limitaciones, ya que es muy frecuente leer en diversas articulos cientificos sobre como
se espera que este procedimiento resuelva los casos dificiles para interpretar resultados,
ademas de que se pretende lograr milagros diagnosticos sobre muestras que no

representan adecuadamente las lesiones especificas (52).

A pesar de que es un método con alta sensibilidad y especificidad, existe la probabilidad
de tener también falsos positivos y negativos. Esto debido a varios factores, siendo el
mas simple e importante, la fijacién tisular, pues su mala practica disminuye
significativamente la calidad del andlisis de las biopsias, generando discordancias entre
los diagnosticos por microscopia convencional y los obtenidos por la
inmunohistoquimica. Otros factores que pueden influenciar inadecuadamente los
resultados, son la seleccién de los anticuerpos, en los cuales, se debe enfatizar la

verificacion en la caducidad y forma de almacenamiento (52).

Para el diagndstico de una determinada patologia, es poco frecuente el uso de un solo
marcador, en ese sentido, se utilizan varios para el diagnostico, pero limitaciones de tipo
econdmico usualmente impiden la cobertura total y adecuada. Esto amerita que su uso
sea racional, dado los recursos que se disponen, y es el médico patdlogo, el que decide
luego del examen morfolégico con técnicas convencionales, el conjunto selecto de

marcadores o0 anticuerpos especificos (52).

La aplicacion de la inmunohistoquimica generalmente se reserva para neoplasias

potencialmente malignas, indiferenciadas o pobremente diferenciadas, con el fin de
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precisar el origen celular, subclasificar tumores o indicar infiltracion, cuando estas no
sean evidentes con las técnicas histolégicas rutinarias, como la hematoxilina-eosina.
Ademads, también puede ser utilizada para la eleccion del tratamiento a seguir contra una
neoplasia o para realizar seguimiento a los pacientes y determinar si este tratamiento

esta siendo util o no (52).

2.3. Definicién de términos basicos

- Receptor neonatal Fc: Receptor neonatal Fc: Proteina responsable de la transferencia
pasiva de anticuerpos de tipo IgG y el reciclaje de este anticuerpo hacia la circulacion,

en diferentes especies animales (40).

- Mucosa intestinal: Capa mas interna del intestino, formado por las vellosidades

intestinales y las criptas, ademas de lamina propia y la muscular de esta (53).

- Submucosa intestinal: Es la capa que sirve como via por la que atraviesan vasos
sanguineos Yy linfaticos, con el fin de drenar y aportar nutrientes hacia la mucosa y

muscular externa (53).

- Capa muscular intestinal: Esta posee dos bandas musculares distintas en disposicion

perpendicular entre si, la interna (forma circular), y la externa (longitudinalmente) (53).

- Marcador inmunohistoquimico: Hace referencia al antigeno tisular a detectar mediante
la aplicaciéon de un anticuerpo especifico, y cuya revelado se observa mediante una

reaccion de color marrén (51).
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lIl. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

Al ser una investigacion descriptiva, no se abordé la formulacién de una hipétesis.

3.2. Variable

La variable evaluada fue: Caracterizacion de la expresion del receptor neonatal Fc.

- Definicion conceptual: La caracterizaciéon de la expresion hace referencia a la
distribucion de la positividad de este receptor en algun tipo de epitelio; en el presente

estudio fue en el intestinal.

- Definicién operacional: Medida segun la presencia de este receptor (antigeno),
mediante la aplicacibn de anticuerpos especificos en la técnica de la

inmunohistoquimica, y en diferentes regiones del intestino en alpacas perinatas.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio metodoldgico

El presente estudio fue de nivel basico, ya que se va a generar bases tedricas sobre el
receptor neonatal Fc (FCRn) en alpacas perinatas (54). Ademas, fue de tipo descriptivo
puesto que se analiz6 y se describieron las caracteristicas de FCRn segun los dias

posteriores al parto (54).

4.2. Diseio muestral

La poblacién estuvo conformada por alpacas perinatas de estancias alpaqueras del
Distrito de Pilpichaca, ubicado en la provincia de Huaytara, departamento de
Huancavelica, desde febrero a marzo del 2018. La muestra del estudio estuvo
representada por 8 alpacas recién nacidas (rango entre 0 a 3 dias), en las cuales, se
extrajeron un total de 24 biopsias (3 biopsias por cada alpaca, y segun las regiones del

duodeno, yeyuno e ileon). EI muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

4.3. Técnicas de recoleccion de datos

La técnica fue la observacion, y el instrumento fue la ficha de recoleccién datos (anexo

1). No se abordo la validacion dado que este instrumento no aplica para ello (55).

Los procedimientos realizados fueron los siguientes:

4.3.1. Seleccidon de los animales
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Se procedi6 a visitar las distintas estancias alpaqueras del distrito de Pilpichaca, con el
fin de seleccionar los animales segun la edad perinatal, que solo hayan consumido
calostro y que se encuentren libres de patologias gastrointestinales y respiratorias. Por
otro lado, las alpacas del dia O debieron tener como requisito el no consumir calostro. La

distribucion fue la siguiente:

- Muestra N°1-2 (duodeno); 9-10 (yeyuno); 17-18 (ileon): Mismo dia del parto (dia 0).
- Muestra N°3-4 (duodeno); 11-12 (yeyuno); 19-20 (ileon): Dia 1 posterior al parto.
- Muestra N°5-6 (duodeno); 13-14 (yeyuno); 21-22 (ileon): Dia 2 posterior al parto.

- Muestra N°7-8 (duodeno); 15-16 (yeyuno); 23-24 (ileon): Dia 3 posterior al parto.

4.3.2. Protocolo de sacrificio

Se sacrificaron aquellos animales que por accidente hayan sufrido lesiones irreversibles.
Fue indispensable el uso de un método de eutanasia incruento, recomendandose el uso
de eutanasicos comerciales o en su defecto una alta dosis de un anestésico disociativo,

seguido de un método cruento (cuchillo en corazén o deguello) (56).

Este protocolo const6 del uso de pentobarbital sédico al 6.5% a una dosis de 60 mg/kg
de peso vivo intracardiaca a nivel del espacio intercostal entre la tercera y quinta costilla.
Una vez administrado el farmaco, se procedié a evaluar el estado de conciencia del
animal y constantes fisiol6gicas. Determinado el paro cardiorrespiratorio, se continu6 con

la realizacion de la necropsia y toma de muestra.

4.3.3. Necropsia

El animal fue llevado a una mesa de trabajo donde se procedioé con la necropsia. Se

realiz6 una observacion general de la piel, fibra, orificios naturales, mucosas, condicion
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corporal, entre otros. Luego, se hizo una incisién sobre la linea media desde la apdfisis
xifoidea hasta la region pubica, para asi obtener una mejor vision de las asas intestinales.
Entonces, se aperturé el abdomen y se hizo una observacién completa de las visceras
abdominales para descartar alguna patologia. Posteriormente, se procedio a reconocer
la zona de duodeno, yeyuno e ileon para proceder a tomar las muestras de cada porcion

intestinal,

4.3.4. Toma de muestra

Una vez estas tres zonas del intestino, se realizaron varios cortes de 2 cm de longitud
aproximadamente para estas regiones. Luego, estas secciones fueron lavadas en suero
fisiologico estéril al 0.9% para retirar el contenido intestinal. Finalmente, estas muestras
se colocaron en un envase estéril con formol al 10%, previamente rotulado con la

identificacion del animal y la fecha.

4.3.5. Procesamiento de la muestra

Todos los procedimientos posteriores se realizaron en los ambientes del laboratorio
privado y especializado en procedimientos histologicos, Histostain. Posterior a la fijacion
de 24 horas, se realizd el procesamiento de inclusion en parafina, el cual consiste
primero, en la deshidratacion de la muestra por pases en alcoholes de menor a mayor
concentracion (4 alcoholes de 96° y 4 alcoholes absolutos por 1 hora cada uno). Luego,
se realiz6 el aclaramiento por pasos sucesivos de sustituto de Xileno por 1 hora 'y media

cada uno, terminando en 2 pasos de infiltracién en parafina por 1 hora y media cada uno.

Después se realizd la formacién del blogue de parafina en un centro de inclusion
convencional, luego este bloque fue llevado al micrétomo de rotacion tipo Minot para la
elaboraciéon de cortes histologicos de 4 ym (se utilizaron laminas positivadas). Estas
laminas fueron secadas en una estufa a 60°C durante 30 minutos y posteriormente se

realizo el andlisis inmunohistoquimico propiamente.
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4.3.6. Inmunohistoquimica

Se utilizo el kit de inmunohistoquimica de la marca Biomaxin, en el cual, el anticuerpo
primario fue una IgG policlonal de conejo, elaborado para detectar al FcRn, y cuya
secuencia peptidica fue homédloga en el 79% tanto para vacas, como para ovejas;
especies que estarian en mayor relacion de especie con la alpaca. Para todas las
laminas, se utiliz6 como control positivo placenta humana, y el protocolo que se realizo

fue el siguiente:

- Recuperacion antigénica en bafio maria a 92°C por 20 minutos. Posteriormente, las

laminas se dejaron enfriar por 20 minutos a temperatura ambiente.

- Se aplico la solucion de lavado (Buffer fosfato) durante 5 minutos.

- Se afladieron unas gotas, hasta cubrir el tejido, de peréxido de hidrégeno al 3% por 5
minutos. Se aplicé la solucion de lavado durante 5 minutos en 2 periodos sucesivos de

igual tiempo cada uno.

- Se agregaron unas gotas, hasta cubrir el tejido, del anticuerpo primario por 35 minutos.
Se aplico la solucion de lavado durante 5 minutos en 2 periodos sucesivos de igual

tiempo cada uno.

- Se agregaron unas gotas, hasta cubrir el tejido, del polimero FLEX/HRP por 25 minutos.
Se aplicé la solucién de lavado durante 5 minutos en 2 periodos sucesivos de igual

tiempo cada uno.
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- Se afiadieron unas gotas, hasta cubrir el tejido, del cromégeno por 5 minutos. Se aplicé
la solucion de lavado durante 5 minutos en 2 periodos sucesivos de igual tiempo cada

uno.

- El contraste nuclear se realiz6 en hematoxilina de Harris durante 10 segundos, luego
se colocaron las laminas en agua amoniacal durante 2 segundos, se lavé en agua
corriente durante 1 minuto, y se deshidratd, aclar6 y montdé (Entellan)
convencionalmente. En cada lamina histoldgica, se evaluaron diferentes campos al azar
bajo los objetivos de 10X y 40X, y se determind la frecuencia de expresion del marcador

FcRn a partir de una reaccion positiva de color marrén

4.4. Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacion

Los resultados fueron registrados en un documento de Excel, para su posterior analisis
e interpretacion. Mediante tablas de contingencia, se evalud la frecuencia de expresion

del FcRn en las diferentes regiones del intestino delgado.

Adicionalmente, se realiz6 la semicuantificacion del FCRn segun la siguiente distribucion:
el valor O cuando la tincidn es negativa (-); 1 cruz (+), cuando es débil; 2 cruces (++),

cuando es intermedio; y 3 cruces (+++), cuando es fuerte.

4.5. Aspectos Eticos

La presente investigacion fue aprobada por el comité de ética de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Alas Peruanas con numero de resolucién N°215-2019-

FCA-UAP y por Decanato correspondiente (Anexo 2).
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V. RESULTADOS

Tabla 1. Caracterizacion de la expresion del receptor neonatal Fc en el duodeno

Mucosa Muscular
Muestra Estadio Vellosidades | Lamina Submucosa
intestinales | propia interna | Externa
1 Dia 0 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
2 Dia 0 1+ Negativo | Negativo 1+ 1+
3 Dia 1 3+ Negativo | Negativo 3+ 3+
4 Dia 1 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
5 Dia 2 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
6 Dia 2 2+ Negativo Negativo 2+ 2+
7 Dia 3 3+ Negativo | Negativo 3+ 3+
8 Dia 3 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+

Como se puede observar en la tabla 1, el FcRn estuvo presente solo en las células del
epitelio de las vellosidades intestinales y del epitelio muscular. Ademas, estas
intensidades variaron ligeramente, y con mayor frecuencia, se encontraron entre 2y 3

cruces.
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Figura 1. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el duodeno durante el

mismo dia del parto

Para las muestras del dia O (durante el mismo dia del parto), en la primera (figura 1A)
se puede observar una reaccidon de 2+ para las células del epitelio de las vellosidades

intestinales (flecha verde); en la segunda (figura 1B) se puede observar una reaccién
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de 1+ también para las células de las vellosidades intestinales (flecha verde) y las del

epitelio muscular (flecha roja).

Figura 2. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el duodeno a un dia

posterior al parto
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Para las muestras del dia posterior al parto, en la primera (figura 2A) se puede observar
una reaccion de 3+ tanto para las células del epitelio de las vellosidades intestinales
(flecha verde), como para las del epitelio muscular (flecha roja); en la segunda (figura
2B) se puede observar una reaccion de 2+ para las células del epitelio de las vellosidades

intestinales (flecha verde).

Figura 3. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el duodeno a dos dias

posteriores al parto
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Para las muestras de dos dias posteriores al parto, ambas (figuras 3A y 3B) presentaron
la misma reaccidon de positividad, la cual fue de 2+ para las células del epitelio de las

vellosidades intestinales (flechas verdes) y del epitelio muscular (flechas rojas).

Figura 4. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el duodeno a tres dias

posteriores al parto
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Finalmente, para las muestras de tres dias posteriores al parto, en la primera (figura 4A)
se puede observar una reaccion de 3+ tanto para las células del epitelio de las
vellosidades intestinales (flecha verde), como para las del epitelio muscular (flecha roja);
en la segunda (figura 4B) se puede observar una reaccién de 2+ también para las células

de las zonas mencionadas anteriormente.
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Tabla 2. Caracterizacion de la expresion del receptor neonatal Fc en el yeyuno

Mucosa Muscular
Muestra Estadio Vellosidades | Lamina Submucosa
intestinales | propia interna | Externa
9 Dia 0 3+ Negativo | Negativo 3+ 3+
10 Dia 0 1+ Negativo 1+ 1+ 1+
11 Dia 1 2+ Negativo Negativo 3+ 3+
12 Dia 1 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
13 Dia 2 3+ Negativo Negativo 3+ 3+
14 Dia 2 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
15 Dia 3 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
16 Dia 3 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+

Mediante la tabla 2 se puede observar que el FCRn estuvo presente en las células del

epitelio de las vellosidades intestinales, del epitelio muscular y débilmente en la

submucosa, este Ultimo solo para una muestra de las evaluadas. Ademas, estas

intensidades variaron ligeramente, y con mayor frecuencia se encontraron entre 2y 3

cruces.
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Figura 5. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el yeyuno durante el mismo

dia del parto

Para las muestras del dia O (durante el mismo dia del parto), la primera (figura 5A) tuvo
una reaccion de 3+ tanto para las células del epitelio de las vellosidades intestinales

(flecha verde), como para las del epitelio muscular (flecha roja); en la segunda (figura
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5B) se puede observar una reaccion de 1+ para las células del epitelio de las vellosidades

intestinales (flecha verde).

del FcRn en el yeyuno a un dia posterior

histoquimica
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Para las muestras del dia posterior al parto, en la primera (figura 6A) se puede observar
una reaccion de 3+ para las células del epitelio muscular (flecha roja); en la segunda
(figura 6B) se puede observar una reaccion de 2+ también para las células del epitelio

de las vellosidades intestinales (flecha verde).

Figura 7. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el yeyuno a dos dias

posteriores al parto
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Para las muestras de dos dias posteriores al parto, la primera (figura 7A) tuvo una
reaccion de 3+ tanto para las células del epitelio de las vellosidades intestinales (flecha
verde), como para las del epitelio muscular (flecha roja); en la segunda (figura 7B) se
puede observar una reaccion de 2+ para las células de epitelio de las vellosidades

intestinales (flecha verde).
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Figura 8. Reaccidén inmunohistoquimica del FCRn en el yeyuno a tres dias

posteriores al parto
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Finalmente, para las muestras de tres dias posteriores al parto, ambas (figuras 8A y 8B)
presentaron la misma reaccion de positividad, la cual fue de 2+ para las células del
epitelio de las vellosidades intestinales (flechas verdes) y del epitelio muscular (flechas

rojas).



32

Tabla 3. Caracterizacion de la expresion del receptor neonatal Fc en el ileon

Mucosa Muscular
Muestra Estadio Vellosidades | Lamina Submucosa
intestinales | propia interna | Externa
17 Dia 0 2+ Negativo 1+ 2+ 2+
18 Dia 0 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
19 Dia 1 3+ Negativo Negativo 3+ 3+
20 Dia 1 3+ Negativo | Negativo 3+ 3+
21 Dia 2 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
22 Dia 2 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
23 Dia 3 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+
24 Dia 3 2+ Negativo | Negativo 2+ 2+

Como se puede observar en la tabla 3, el FcRn estuvo presente solo en las células del

epitelio de las vellosidades intestinales y del epitelio muscular, y en estas zonas, presentd

siempre una intensidad entre moderada o intermedia (2+) a fuerte (3+).
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Figura 9. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el ileon durante el mismo dia

del parto

Para las muestras del dia O (durante el mismo dia del parto), la primera (figura 9A) tuvo

una reaccion de 2+ tanto para las células del epitelio de las vellosidades intestinales
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(flecha verde) como para las del epitelio muscular (flecha roja); la segunda (figura 9B)

tuvo una reacciéon de 2+ también para las células de las zonas mencionadas.

Figura 10. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el ileon a un dia posterior al

parto
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Para las muestras del dia posterior al parto, la primera (figura 10A) tuvo una reaccién
de 3+ para las células del epitelio de las vellosidades intestinales (flecha verde) y para
las del epitelio muscular (flecha roja); en la segunda (figura 10B) se puede observar una

reaccion de 3+ para las células del epitelio de las vellosidades intestinales (flecha verde).

Figura 11. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el ileon a dos dias

posteriores al parto
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Para las muestras de dos dias posteriores al parto, en ambas (figuras 11A y 11B) se
puede observar una reaccion de 2+ para las células del epitelio de las vellosidades

intestinales (flechas verdes).
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Figura 12. Reaccion inmunohistoquimica del FcRn en el ileon a tres dias

posteriores al parto

Finalmente, para las muestras de tres dias posteriores al parto, en ambas (figuras 12A
y 12B) se puede observar una reaccion de 2+ para las células del epitelio de las

vellosidades intestinales (flechas verdes)
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V. DISCUSION

La presencia del FcRn en las células de la mucosa intestinal entre los diferentes dias
evaluados, y en las distintas regiones del intestino, estuvo entre 2 y 3 cruces para casi
todas las muestras evaluadas. Las excepciones fueron las muestras 2 (duodeno) y 10
(yeyuno), que provinieron del mismo dia del parto y de una misma alpaca, la cuales

tuvieron una reaccion débil (1 cruz), aumentando su nivel en el ileon hacia 2 cruces.

Se debe resaltar que sus pares (muestras 1y 9), que provinieron también del mismo dia
del parto y de otra alpaca, para las tres regiones del intestino se obtuvo una positividad
de entre 2 a 3 cruces. Entonces, esta diferencia puntual podria ser por caracteristicas
muy particulares de ese caso (factores ambientes o genéticos que hayan hecho de que
la presencia de este receptor este en baja cantidad), y no se le atribuiria al contexto de
gue recién en el periodo de lactancia es que se observa la presencia o aumento de este
receptor, como otras investigaciones si lo han reportado, en el caso de las ratas y ratones
(48,57,58).

Por lo tanto, dado que estas primeras muestras no estuvieron expuestas a la ingestion
de calostro, y tuvieron una expresion de positividad similar en comparacion con los
demas estadios posteriores, esto probablemente demostraria que los niveles de este
receptor no serian dependientes del calostro, sino que alcanzarian niveles constantes
durante el periodo gestacional; algo que se ha reportado también en otras

investigaciones en humanos, ovejas y bovinos (7,9,10,49).

Ademas, la presencia del receptor FCRn en la mucosa intestinal se dio tanto para los
enterocitos como para las células que conforman las criptas; esto es similar en otras
especies como roedores y humanos (2,42,49). No obstante, difiere con otras
investigaciones que han evaluado bovinos y ovejas (7,9), para los cuales, se ha
reportado la presencia de este receptor solo en las células que conforman la cripta. Esta

diferencia podria ser explicada por la teoria de que, para algunas especies, como los
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bovinos y ovejas, la IgG en el intestino se absorbe de forma inespecifica, o se absorbe a
través de un receptor, hasta ahora desconocido, diferente al FcRn, y que particularmente,
se encuentra con mayor frecuencia en las células que conforman estas criptas
intestinales (59,60). Entonces, esta positividad adicional encontrada en los enterocitos
reforzaria la hipotesis de que, para algunas especies, estas células podrian tener un rol
mas activo, como de presentadoras de antigenos, y que existe un intercambio de sefales
moleculares entre la microbiota luminal y el epitelio intestinal, que regula no solo la

respuesta inmune, sino también procesos de diferenciacion celular (61)

Asimismo, la presencia del FcRn en los enterocitos y/o células de la cripta del intestino
es compatible con la teoria de que las inmunoglobulinas de tipo IgG, que pueden provenir
del calostro o de la placenta, son absorbidas en esta zona y luego pasarian al torrente
sanguineo a traveés del lumen intestinal (59,60). Sin embargo, también se ha reportado
la presencia de este receptor en la lamina propia, especificamente en linfocitos y/o
macrofagos, y debido a ello, surgio la teoria de que, para algunas especies, como en
humanos y bovinos, hay ademas una reabsorcién de IgG hacia el propio epitelio del
intestino (lamina propia), lo que contribuiria con la resistencia a infecciones tempranas
del tracto intestinal (7,50).

Esto probablemente explicaria parte del por qué es frecuente la muerte de camélidos
jovenes o recién nacidos por esta indole (36,62—64), dado que como se ha evidenciado
en este estudio, y a diferencia del ser humano o los bovinos, no existe positividad de este
receptor en la ldmina propia. Esta importancia de la inmunotransferencia pasiva y la
resistencia a infecciones, también es resaltada por investigaciones como la de
Maximiliano (65) y la de Vasquez (61), en donde describen que las pérdidas de crias de
alpacas dentro de los primeros tres 0 cuatro meses de vida alcanzan cifras elevadas,

gue en algunos casos, pueden superar el 50%, y llegar inclusive hasta el 80%.

Entonces, esta tesis evidencia que las alpacas desde el nacimiento tendrian esta

desventaja adicional de una menor resistencia a infecciones, y que una de las posibles
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causas seria la nula positividad del FcRn en esta regién de la lamina propia, ademas de
la desventaja ya conocida, que es nacer agammaglobulinémicos. Por este motivo, y
como han sugerido diversos autores, los pobladores y asociaciones que se dedican a la
cria de alpacas, no solo se deberian preocuparse por la recomendacién tradicional de
que la cria debe lactar dentro de las 24 horas de vida, sino también, y en conjunto,
ejecutar mas recomendaciones como la realizacibn de seguimiento sobre la
alimentacion, chequeos clinicos y laboratoriales durante los primeros meses de vida
(36,37,61).

Adicionalmente, la débil positividad del FcRn mostrada de forma difusa en la submucosa
y solo para 2 de los 24 casos evaluados, probablemente se deba un fondo inespecifico
propio de la técnica de la inmunohistoquimica, en la cual, las causas involucradas
principalmente serian un escaso lavado entre los pasos de esta técnica 0 un exceso de
tiempo durante la aplicacion del cromogeno. Por otro lado, se encontro al FcRn en las
células musculares del epitelio intestinal, algo que esta tesis no podria explicar, dado que
es un resultado completamente nuevo para la literatura; solo se ha reportado la
existencia de este receptor en células epiteliales (mucosa) para roedores, ovejas,
humanos y bovinos; y ademas para estos dos ultimos, en linfocitos y/o macréfagos

(lamina propia) (7,50).

Como fortaleza, este seria el primer estudio en abordar la expresion del FcRn en alpacas.
Ademas, este seria el primer estudio en describir segun las regiones del intestino delgado
en alguna especie, dado que todas las investigaciones previas solo han abordado el

duodeno, lo que permitiria complementar el conocimiento sobre esta proteina.

Un tamafio de muestra pequefio y la no evaluacion entre subespecies de alpacas,
representarian potenciales limitaciones. Esto debido a que no se podria asegurar si estas
intensidades de expresién serian asi de homogéneas para las alpacas, y que, si no es
asi, esto podria demostrar el por qué algunas subespecies son mas resistentes a

infecciones (66).
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VI. CONCLUSIONES

El receptor neonatal Fc en intestino delgado de alpacas perinatas (Vicugna pacos) estuvo
presente en los enterocitos y células de las criptas de la mucosa, asi como también en

las células musculares.

La homogeneidad en la expresion de niveles intermedio e intenso del FcRn en casi todos
los casos evaluados, incluyendo los casos que no consumieron calostro, indicaria que la

consolidacion de los niveles de esta proteina ocurriria durante el periodo de gestacion.
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VIl. RECOMENDACIONES

Comparar la caracterizacion del receptor neonatal Fc en intestino delgado de diferentes

especies de alpacas.

Evaluar la caracterizacion del receptor neonatal Fc en intestino delgado de alpacas
durante periodos mas amplios, para corroborar si los niveles de esta proteina se
mantienen a lo largo de la vida de este animal o no (como ocurre en los roedores, ya los

niveles de esta proteina disminuyen significativamente posterior al periodo de lactancia).

Corroborar los resultados de este estudio con posteriores investigaciones de este
receptor en alpacas, especialmente los que se presentaron con respecto a la presencia
del FcRn en las células musculares, y que, de esta forma, también se pueda determinar

qué rol o funcién cumpliria en estas células.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos

Cddigo de lamina histoldgica evaluada:

1. Dia del parto de la muestra:

a) Durante el mismo dia

b) Posterior a 1 dia

c) Posterior a 2 dias

d) Posterior a 3 dias

2. Regidn del intestino evaluada:
a) Duodeno

b) Yeyuno

c) Ileon

3. Descripcion detallada de la presencia del FCRn en la lamina observada:

49



50

Anexo 2. Aprobacién de la investigacion

UNIVYERSIDAD
ALAS PERUANAS

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA VETERINARIA

Pachacamac, 29 de mayo de 20138

Sefior Doctor

ANTONIO RAMIREZ VALLEJOS
Decano

Facultad de Ciencias Agropecuaras

Presente -

De mi consideracion:

Sirva la presente para saludaro cordialmente v a la vez informarle, que luego de
haber revisado el proyecto de tesis infitulado “Caracteristicas de la expresion y
distribucion del receptor neonatal Fc (FcRn) en intestino delgado de alpacas
{Vicugna pacos) perinatas™ presentado por el Bachiller Claudio Augusto San
Martin Suarez, doy conformidad para gue el proyecto en mencion se someta a
evaluacion por parte del comité comespondiente.

Agradeciendo la atencion brindada a la presente, quedo de usted.

Atentamente,

Mg. MV. Hugo Castillo Doloriert
Asesor de la tesis
Docente EP Medicina Veterinaria



Anexo 3. Imagenes adicionales sobre la ejecucion de la presente investigacion.

1. Estancia alpaquera del distrito de Pilpichaca, ubicado en la provincia

de Huaytara, departamento de Huancavelica.
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2. Procesamiento de las muestras recolectadas.

3. Elaboracion de las laminas histoldgicas.
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(hematoxilina-eosina) previo a la evaluacion con la IHQ. A:Duodeno; B:Yeyuno;
C:lleon.

Anexo 3. Imagenes adicionales sobre la visualizacion de las ldminas histolégicas
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