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Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris. .........ccovieiiiiiniiiniiiniiiieeiceiceeeeeeeen 141
Figura 42: Células caliciformes en el epitelio intestinal en fetos de alpacas. a) duodeno, 56 dias,
40x; b) colon ascendente, 80 dias, 40x; ¢) fleon, 119 dias, 40x; d) ciego, 207 dias, 40x; e) yeyuno,
330 dias, 40x; f) colon descendente, 334 dias, 40x. Coloracién H-E. ..........ccccovvvvvvveveeennnnnn... 146
Figura 43: Células caliciformes en epitelio intestinal de alpacas. a) duodeno, recién nacido, 40x;
b) colon descendente, 1 dia, 63x; c) ileon, 15 dias, 40x; d) colon transverso, 18 dias, 40x; e)
duodeno, 35 dias, 40x; f) colon ascendente, 43 dias, 40x; g) duodeno, adulto, 63x; h) colon
descendente, adulto, 63x. Coloracion H-E. ...t 147
Figura 44: Células caliciformes en epitelio intestinal de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno, 56 dias,
63x; b) colon ascendente, 119 dias, 63x; c) colon ascendente, 230 dias, 63x; d) yeyuno, 334 dias,
40x. Etapa postnatal: e) duodeno, 2 dias, 40x; f) duodeno, 7 dias, 40x; g) duodeno, 30 dias, 40x;
h) colon transverso, adulto, 63X. Tincidn PAS-AA. ...t 150
Figura 45: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina RCA-
1. a) colon descendente, feto 80 dias, 63x; b) ileon, cria de alpaca de 3 dias, 40x; c) colon
ascendente, cria de 3 dias, 40x; d) colon ascendente, cria de 18 dias, 40x. Coloracion de contraste
Hematoxilina de HAITIS. «....cooouiiiiiiiiiiie ettt ettt s e 152
Figura 46: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina DBA.
a) Duodeno, feto 119 dias; b) colon ascendente, feto 216 dias; ¢) colon ascendente, cria de 2 dias;

d) yeyuno, cria de 11 dias; 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. ................. 153
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Figura 47: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina GSL-1.
a) ileon, feto de 103 dias, 63x; b) ciego, feto 124 dias, 63x; c) colon descendente, cria de 43 dias,
40x; d) ileon, cria de 45 dias; 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ............. 155
Figura 48: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SBA. a)
Ciego, feto de 80 dias; b) colon ascendente, feto 119 dias; c¢) duodeno, cria de 1 dia; d) colon
descendente, cria de 41 dias; 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .............. 156
Figura 49: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SJA. a)
fleon, cria de 37 dias; b) colon ascendente, cria de 11 dias; 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de HAITiS. «....cooouiiiiiiiiiiiie ettt 157
Figura 50: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina WGA.
a) ileon, feto de 141 dias; b) ciego, feto de 216 dias; c) ileon, cria de 7 dias; d) ciego, cria de 42
dias; 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .........coocueeviiinieiniiiniciniienicennen. 158
Figura 51: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SWGA.
a) ileon, feto de 317 dias; b) colon ascendente, cria de 5 dias; c) ciego, cria de 37 dias; d) ileon,
cria de 45 dias; 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .........ooovvvvveeeceeereeeeenens 160
Figura 52: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina UEA-
1. a) duodeno, feto de 334 dias, 63x; b) colon ascendente, feto de 330 dias, 40x; ¢) duodeno, cria
de 7 dias, 40x; d) colon transverso, cria de 39 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina
A€ HAITIS. ettt ettt ettt e b e e s bt e bt e e sbteenbbeesbae e sbeeenbeeenaee s 161
Figura 53: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina LCA.
a) Yeyuno, feto de 80 dias, 40x; b) colon ascendente, feto de 124 dias, 63x; c) {leon, animal adulto,
40x; d) ciego, animal adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .............. 162
Figura 54: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina Con A.
a) colon ascendente, feto de 334 dias; b) duodeno, cria de 30 dias; 40x. Coloracién de contraste:
HematoxXilina de HATTIS. .....cc.eeiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e iaee e 163
Figura 55: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PNA.
a) yeyuno, feto de 46 dias, 63x; b) colon transverso, feto de 334 dias, 40x; c) colon ascendente,

cria de 2 dias, 40x; d) yeyuno, cria de 3 dias, 40x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris.

Figura 56: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PSA. a)
Yeyuno, feto de 80 dias, 63x; b) ciego, feto de 141 dias, 40x; c) colon descendente, cria recién
nacida, 40x; d) ileon, animal adulto, 40x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris. ...165
Figura 57: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PHA -

E. a) Duodeno, feto de 80 dias; b) colon ascendente, feto de 230 dias; ¢) duodeno, cria recién
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nacida; d) colon descendente, cria de 42 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
HAITIS. ettt ettt ettt sttt st st be e s s 166
Figura 58: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PHA -
L. a) fleon, cria de 21 dias; b) colon transverso, cria de 31 dias; 40x. Coloracién de transporte:
Hematoxilina de HAITIS. «....ccoouiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e 167
Figura 59: Células de Paneth en epitelio intestinal de alpacas. Coloracién Hematoxilina Eosina.
a) yeyuno, 7 dias, 40x; b) duodeno, 37 dias, 100x. Tricrémico de Masson: c¢) yeyuno, 4 dias, 40x;
d) ileon, 41 dias, 100x. Floxina Tartrazina: e) yeyuno, 3 dias, 100x; f) duodeno, 45 dias, 100x.
PAS-AA: g) duodeno, 21 dias, 40x; h) yeyuno, 1 dia, 100X......ccccceivieriiiniieinieiiciiceeee 169
Figura 60: Marcacién de granulos de células de Paneth. Lectinhistoquimica: a) lectina SBA,
duodeno, cria recién nacida; b) lectina Con-A, duodeno, cria de 45 dias; lectina PNA: c) ileon,
cria de 45 dias; d) yeyuno, cria de 45 dias. Inmunomarcacién de lisozima. Las flechas muestran
células positivas con granulos de células de Paneth positivos ) yeyuno de feto de 330 dias de
gestacion; f) fleon de cria recién nacida, g) fleon de cria de 15 dias. Inmunomarcacién de antigeno
de proliferacion celular nuclear (PCNA), h) las flechas muestran células con inmunomarcacién

negativa en duodeno de animal adulto. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. 100x.

Figura 61: Identificacién de células L en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran
células con inmunomarcaciéon de péptido tipo glucagén en células L positivas de a) colon
ascendente, feto de 119 dias, 40x; b) colon ascendente, feto de 207 dias, 63x; ¢) ileon, feto de 317
dias, 40x; d) colon descendente, feto de 325 dias, 40x; e) colon transverso, cria de 18 dias, 40x;
f) yeyuno, cria de 21 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .................. 174
Figura 62: Identificacion de células K en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran
células con inmunomarcacién de péptido inhibidor gastrico (GIP) en células K positivas de a)
yeyuno, feto de 334 dias, 40x; b) duodeno, cria de 18 dias, 63x. Coloracién de contraste:
HematoXilina de HATTIS. ....ccc.eeiiiiiiiiiiiieiee ettt ettt e s e e sbeee e 176
Figura 63: Identificacion de células I en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran células
con inmunomarcacion de colecistoquinina (CCK) en células I positivas de a) yeyuno, feto de 325
dias, 40x; b) yeyuno, feto de 334 dias, 63x; c) yeyuno, cria de 21 dias, 100x; d) duodeno, cria de
31 dias, 63x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .......ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 177
Figura 64: Identificacién de células N en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran
células con inmunomarcacién neurotensina en células N positivas de a) ciego, feto de 164 dias,
40x; b) ileon, feto de 296 dias, 63x; c) ileon, cria de 21 dias, 40x; d) ciego, adulto, 40x. Coloracién

de contraste: HematoXilina d& HATITIS. ....oeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt et e e e e e e eaeees 179

xXxiii


file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299
file:///D:/Users/elith/Documents/TESIS%20DOCTORADO/TESIS%20EN%20REDACCION%20ABRIL%202021/TESIS%20SUSTENTACION/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc73307299

Figura 65: Tincién PAS-AA en intestino delgado de alpacas. Etapa Fetal: a) duodeno, 56 dias,
40x; b) duodeno, 119 dias, 40x; c) ileon, 216 dias 63x; d) yeyuno, 317 dias, 10x. Etapa postnatal:
e) duodeno, 4 dias, 40x; f) ileon, 5 dias, 40x; g) duodeno, 27 dias, 40x; h) yeyuno, 37 dias, 10x.

Figura 66: Tincién PAS-AA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80
dias, 40x; b) ciego, 141 dias, 40x; c) ciego, 216 dias, 40x; d) colon descendente, 296 dias, 40x.
Etapa postnatal: e) colon descendente, 2 dias, 10x; f) ciego, 7 dias, 40x; g) colon transverso, 31
dias, 40x; h) colon ascendente, 42 dias, 10X ........uveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 186
Figura 67: Marcacion con lectina RCA-1 en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno,
56 dias, 40x; b) ileon, 216 dias, 40x; c) ileon, 334 dias, 10x. Etapa postnatal: d) duodeno, 0 dias,
40x; e) duodeno, 21 dias, 40x; f) ileon, 45 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
HAITIS. ettt ettt e sttt sttt s e sttt s bt s st 190
Figura 68: Marcacion con lectina RCA-1 en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 80
dias; b) colon descendente, 216 dias; c) colon descendente, 296 dias. Etapa postnatal: d) ciego, 0
dias; e) colon ascendente, 7 dias; f) colon transverso, 31 dias. 40x. coloracién de contraste:
HematoXilina de HATTIS. .....c..eeiiiiiiiiiiiiiiiee ettt et e et e e eiaee e 191
Figura 69: Marcacion con lectina DBA en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) Duodeno,
56 dias; b) ileon, 119 dias; c) ileon 334 dias. Etapa postnatal: d) duodeno, 7 dias; ) yeyuno 11
dias; f) ileon, 41 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. ...........ooeeeeeee.... 195
Figura 70: Marcacién con lectina DBA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego,
141 dias, 40x; b) colon ascendente, 216 dias, 40x; c¢) colon descendente, 334 dias, 63x. Etapa
postnatal: d) colon ascendente, 2 dias, 40x; e) colon transverso, 10 dias, 40x; f) colon ascendente,
37 dias, 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .......eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 196
Figura 71: Marcacion con lectina GSL-1 en el epitelio del intestino delgado de alpacas. Etapa
fetal: a) duodeno, 103 dias, 40x; b) duodeno, 146 dias, 63x; c) ileon, 334 dias, 40x. Etapa
postnatal: d) duodeno, 5 dias, 40x; e) duodeno 11 dias, 40x, f) fleon 45 dias, 40x. Coloracién de
contraste: Hematoxilina de Harris. ........coouiiniiiiiiiiiiiiiiiectcctec et 200
Figura 72: Marcacién con lectina GSL-1 en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: colon
ascendente, 103 dias; b) ciego, 164 dias; c) colon ascendente; 334 dias. Etapa postnatal: d) colon
ascendente, 31 dias; e) ciego, 42 dias; f) colon descendente, 43 dias. 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de HArTiS. «.....ooceiiiiiiiiiiiiiicec ettt 201
Figura 73: Marcacién con lectina SBA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: ileon, 80

dias, 40x; b) yeyuno, 119 dias, 40x; c) yeyuno, 296 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno, 1 dia,
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10x; e) ileon, 7 dias, 40x; f) ileon, 15 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.

Figura 74: Marcacioén con lectina SBA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 80
dias; b) colon transverso, 119 dias; ¢) colon ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: d) ciego, 1 dia;
e) colon transverso, 18 dias; f) colon ascendente, 42 dias. 40x. Coloracién de contraste:
HematoXilina de HATTIS. .....cc.eeiiiiiiiiiiiiieiee ettt sttt eiaee e 206
Figura 75: Marcacién con lectina SJA en el intestino de alpacas. a) colon ascendente, 7 dias, 40x;
b) ileon 11 dias; ¢) colon ascendente, 11 dias; d) colon ascendente, 18 dias; e) ileon, 36 dias; f)
ileon, 42 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ..........ooovvvvvveevieeeeeennnnnns 210
Figura 76: Marcacién con lectina PNA en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno, 46
dias; b) ileon, 141 dias; c) ileon 334 dias. Etapa postnatal: d) yeyuno, 3 dias; e) ileon, 7 dias; f)
duodeno, 41 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. ........ccoccceveeenneennen. 214
Figura 77: Marcacién con lectina PNA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; b) colon ascendente, 207 dias; c) colon ascendente, 334 dias. Etapa
postnatal: d) colon ascendente, 1 dia; e) colon ascendente; 30 dias; f) ciego, 42 dias. 40x.
Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .........ceooviieiiiiiiiiniiiiniecieceieceeee e 215
Figura 78: Marcacién con lectina WGA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a)
duodeno, 56 dias, 40x; b) {leon, 141 dias, 40x; ¢) ileon, 334 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno,

0 dias, 10x, e) ileon, 15 dias, 40x, f) ileon, 37 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina

Figura 79: Marcacion con lectina WGA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; b) colon descendente, 216 dias; c) colon ascendente, 334 dias. Etapa
postnatal: d) ciego, 4 dias; e) colon ascendente, 18 dias; f) colon descendente, 31 dias. 40x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .........cooeeeiiiiniiiniiiniieeceeeeeeeeen 220
Figura 80: Marcacién con lectina SWGA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a)
duodeno, 103 dias; b) duodeno, 216 dias; c) ileon, 325 dias; d) duodeno 330 dias. Etapa postnatal:
e) yeyuno, 1 dia; f) ileon, 45 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. ...... 224
Figura 81: Marcacién con lectina SWGA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: b) colon ascendente 4 dias, c) ciego, 37 dias; d) ciego, 42
dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. ........coooceeeiniiiiiniiieiniieieniieceee, 225
Figura 82: Marcacién con lectina UEA-1 en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
325 dias. Etapa postnatal: b) duodeno, 7 dias; c) fleon, 7 dias; d) ileon, 45 dias. 40x. Coloracién

de contraste: HematoXilina de& HATITIS. .....ooveiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt eeeeeees 228
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Figura 83: Marcacion con lectina UEA-1 en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: b) colon descendente, 3 dias; c) ciego, 18 dias; d) colon
descendente, 37 dias. 40x. coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ........cccceeeeeeeeennnns 229
Figura 84: Marcacion con la lectina Con A en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a)
yeyuno, 296 dias. Etapa postnatal: b) duodeno, recién nacido; c) ileon, 15 dias; d) duodeno, 37
dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ........coooceeeiniieiiniieiiniieiinieceee, 232
Figura 85: Marcacioén con lectina Con A en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias; b) colon descendente, 334 dias. Etapa postnatal: c¢) ciego, 5 dias, d) colon
descendente, 37 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .........ceeeeeeeeennnn. 233
Figura 86: Marcacidon con lectina LCA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno
80 dias, 63x; b) duodeno, 119 dias, 63x; c¢) yeyuno, 330 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno,
recién nacido, 40x; e) duodeno, 33 dias; 40x; f) duodeno, adulto, 40x. Coloracion de contraste:
Hematoxilina de HAITiS. «....cooouiiiiiiiiiiiiiiiie ettt s 236
Figura 87: Marcacién con lectina LCA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; 40x; b) colon descendente, 216 dias; 40x; c) ciego, 230 dias, 63x. Etapa
postnatal: d) ciego, 17 dias, 40x; e) colon transverso, 15 dias, 40x; f) ciego, adulto, 40x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .........covveeiiiiniiiniiiniiieicceeeceeen 237
Figura 88: Marcacion con lectina PSA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
80 dias, 63x; b) yeyuno, 103 dias, 40x; c) ileon, 330 dias, 40x; d) yeyuno 334 dias, 10x. Etapa
postnatal: e) yeyuno, 45 dias, 40x; f) ileon, adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina
E HATTIS. ..eeiittie ettt ettt ettt e et e e ittt e s ettt e s eabb e e s sabaeeesabaeesenbas 240
Figura 89: Marcacién con lectina PSA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 141
dias; b) ciego, 216 dias. Etapa postnatal: c) colon descendente, recién nacido, d) colon
descendente, 27 dias; e) colon ascendente, 45 dias; f) colon descendente, adulto. 40x. Coloracién
de contraste: Hematoxilina de HarTis. .......cooviuieiiiiiiiiiiiiiii ittt 241
Figura 90: Marcacién con lectina PHA-L en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
80 dias, 40x; b) yeyuno, 119 dias; 63x, c) ileon, 317 dias, 40x. Etapa postnatal: d) yeyuno, 1 dia,
10x; e) yeyuno, 3 dias, 40x; f) ileon, 43 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
HAITIS. ettt et e et e st e e bt e e bt e s bt e s bt e e bt e e b e eabeeeaes 245
Figura 91: Marcacion con lectina PHA-L en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 334
dias. Etapa postnatal: b) ciego, 10 dias; c) colon ascendente, 21 dias; d) colon transverso, 31 dias.

40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ...........uvveeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 246
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Figura 92: Marcacién con lectina PHA-E en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) {leon,
80 dias; b) duodeno, 141 dias; c) duodeno, 325 dias. Etapa postnatal: d) duodeno, recién nacido;
e) yeyuno, 7 dias; f) ileon, 42 dias. 40x. Coloracidn de contraste: Hematoxilina de Harris. ....249
Figura 93: Marcacion con lectina PHA-E en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego,
334 dias. Etapa postnatal: b) ciego, 10 dias; c) colon ascendente, 21 dias; d) colon transverso, 31
dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. ........coooceeeeniieiiniiiiiniieiinieceee, 250
Figura 94: Identificacién de células en proliferaciéon celular mediante inmunomarcacién para
PCNA en el epitelio del intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno, 56 dias, 63x; b)
duodeno, 80 dias, 40x; c) yeyuno 330 dias, 40x; d) ileon, 334 dias, 40 dias. Etapa postnatal: e)
ileon, recién nacido, 40x; f) yeyuno, 2 dias, 40x; g) ileon, 20 dias, 40x; h) yeyuno, 45 dias, 40x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. .......c.eeoeviieiiiiiiiiniiiiiniecieceeec e 258
Figura 95: Identificacién de células en proliferaciéon celular mediante inmunomarcacién para
PCNA en el epitelio del intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80 dias,
40x; b) ciego, 216 dias, 40x; c) colon descendente, 325 dias, 40x. Etapa postnatal: d) colon
ascendente, 4 dias, 40x; e) colon ascendente, 18 dias, 40x; f) colon descendente, 41 dias, 10x.
Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris. .........oeoovieiiniiiiiniiiiniecieccieceeee e 260
Figura 96: Identificaciéon de apoptosis mediante la prueba de tinel (Método ApopTag) en el
intestino de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80 dias, 63x; b) yeyuno, 334 dias, 40x; c)
colon ascendente, 334 dias, 40x. Etapa postnatal: d) ciego, 1 dia, 40x; e) ileon, 4 dias, 40x; f)
duodeno, 7 dias, 40x; g) ciego, 43 dias, 40x; h) colon ascendente, adulto, 40X...........cccoen..e.. 263
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RESUMEN

La ontogenia del epitelio intestinal se inicia desde muy temprana edad, e involucra procesos
de proliferacién, muerte, diferenciaciéon y maduracién celular. El presente estudio tuvo por
objetivo estudiar la ontogenia del epitelio intestinal de la alpaca mediante la determinacién de los
procesos de morfogénesis, proliferacion, diferenciacion y maduracién del epitelio intestinal en las
diferentes etapas de desarrollo, para lo cual se utilizaron 83 animales entre fetos, crias y adultos.
Se trabajaron con muestras de las diferentes porciones intestinales, en las cuales se determind el
pH de la mucosa y se tomaron muestras de cada porcion intestinal que fueron colocadas en formol
buferado. Las muestras fueron procesadas con técnicas histolégicas, histoquimicas, de
inmunohistoquimica, lectinhistoquimica y prueba de TUNEL. Se realiz6 un estudio morfolégico
y morfométrico de la mucosa intestinal, se identificaron los tipos celulares presentes en el epitelio,
asi como sus caracteristicas y contenido celular mediante inmunohistoquimica, lectinhistoquimica
y técnicas histoquimicas. Ademds, se identificaron células en proliferacion y apoptosis en el eje
cripta vellosidad en las diferentes edades. Las vellosidades y criptas se observaron desde el
segundo tercio de gestacion en intestino delgado y grueso. Se comprobd que las vellosidades
desaparecen en el intestino grueso después del nacimiento Se determind que el epitelio intestinal
sufre cambios morfolégicos desde los 46 dias de gestacion, pasando de un epitelio estratificado a
un epitelio cilindrico simple que recubre criptas y vellosidades a partir del segundo tercio de
gestacion hasta la edad adulta. Al nacimiento, el epitelio intestinal estd diferenciado, con
presencia de enterocitos, células caliciformes, células de Paneth y células enteroendocrinas L, K,
N e L. Los transportadores de glucosa SGLT-1 y GLUT-2, se encontraron en las regiones apical
y basolateral de la membrana de los enterocitos. Los diferentes tipos celulares y los
transportadores de glucosa en los enterocitos fueron observados desde el primer tercio de
gestacion. Los patrones de glicosilacion en los glicoconjugados de los enterocitos y las células
caliciformes se modifican a lo largo de la ontogenia. Se concluye que la ontogenia intestinal de
la alpaca es similar a la de otros mamiferos estudiados. La diferenciacion epitelial se inicia en el
primer tercio de gestacion y se mantiene a lo largo de su vida, presentado al nacimiento un tracto
intestinal con caracteristicas morfolégicas que indican una funcionalidad completa, caracteristica

tipica de los mamiferos precociales.

Palabras claves: alpaca, ontogenia, epitelio intestinal, proliferacion, glicosilacién, apoptosis
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SUMMARY

The ontogeny of the intestinal epithelium begins since early age, and involves processes of
proliferation, death, differentiation and cell maturation. The aim of the present study was to study
the ontogeny of the intestinal epithelium of the alpaca determining the processes of
morphogenesis, proliferation, differentiation and maturation of the intestinal epithelium in the
different stages of development. Eighty three animals were used including fetuses, offspring and
adults. Different intestinal portions samples were analyzed, in which the pH of the mucosa was
determined and samples were taken from each intestinal portion and were placed in buffered
formalin. The samples were processed with histological, histochemical, immunohistochemical,
lectinhistochemical and TUNEL test techniques. A morphological and morphometric study of the
intestinal mucosa was carried out. The cell types present in the epithelium were identified as well
as their characteristics and cell content by immunohistochemistry, lectinhistochemistry and
histochemical techniques, as well as proliferating cells and apoptosis in the crypt villus axis in
different ages. The villi and crypts were observed from the second third of gestation in the small
and large intestine. The villi disappear in the large intestine after birth. The intestinal epithelium
undergoes morphological changes from 46 days of gestation. Initially is a stratified epithelium
but change to a simple columnar epithelium covering crypts and villi from the second third of
gestation to adulthood. The intestinal epithelium is differentiated at birth with the presence of
enterocytes, goblet cells, Paneth cells and L, K, N and I enteroendocrine cells. Glucose
transporters SGLT-1 and GLUT-2 were found in the apical and basolateral membrane of the
enterocytes. The different cell types and glucose transporters in enterocytes were observed from
the first third of gestation. Glycosylation patterns in the glycoconjugates of enterocytes and goblet
cells change throughout ontogeny. It is concluded that the intestinal ontogeny of the alpaca is
conserved with respect to previously studied mammals. Epithelial differentiation begins in the
first third of gestation and is maintained throughout life, presenting at birth an intestinal tract with
morphological characteristics that indicate complete functionality, typical fate of precocial

mammals.

Keywords: alpaca, ontogeny, intestinal epithelium, proliferation, glycosylation, apoptosis

XXXiii



I INTRODUCCION

La ganaderia alpaquera es la principal actividad productiva en més del 85% de las familias
campesinas de escasos recursos econdmicos del altiplano peruano principalmente de los
departamentos de Puno y Cusco. Ellos basan su economia en la crianza o en la comercializacién
de estos animales y de productos derivados de ellos; principalmente para la produccién de fibra
destinada a la industria textil; asi mismo, la carne de estos animales es aprovechada como fuente
proteica en la alimentacion de los pobladores; las pieles y cueros son utilizados en actividades
artesanales y las heces sirven como combustible y abono para enriquecer suelos destinados para

actividades agricolas.

La crianza de alpacas tiene varias limitantes, una de las principales es la alta mortalidad
en la etapa neonatal; principalmente ocasionada por enfermedades infecciosas, entre ellas, la
enteritis neonatal. Esta alta mortalidad ocasiona la falta de reemplazos adecuados y por lo tanto
que el crecimiento y mejoramiento del hato no sea el éptimo. Como consecuencia, hay pérdida
de material genético y reduccién de productos que pueden ser comercializados y que produzcan
ingresos a los criadores. Todo esto conlleva la necesidad de programas de prevencién y control
de enfermedades infecciosas, para lo cual es necesario conocer y entender la fisiologia digestiva,

partiendo de la estructura del epitelio intestinal y sus mecanismos de desarrollo y proliferacion.

El epitelio intestinal es una de las principales barreras de defensa con las que cuenta el
animal, su ontogenia, depende de factores intrinsecos y extrinsecos cuya interrelacién puede
determinar el desarrollo normal del animal o predisponer a este, a enfermedades desde muy
temprana edad, como la enteritis neonatal en alpacas. A pesar de la importancia del tracto

digestivo de la alpaca, son pocos los estudios sobre su morfologia y fisiologia que permitan

1



comprender el funcionamiento del tracto digestivo, en especial del epitelio intestinal base
indispensable para posteriores estudios de fisiologia y fisiopatologia digestiva, nutricién y
alimentacioén y, de esta manera, plantear mejoras en los sistemas sanitarios de las crias, que son
las mds vulnerables, como se sefiald, a problemas entéricos; por tal motivo, se planteé el presente

estudio con el objetivo de estudiar la ontogenia del epitelio intestinal de la alpaca.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERALIDADES SOBRE CAMELIDOS SUDAMERICANOS

Los primeros registros fosiles de camélidos son de América del Norte y datan de hace
alrededor de 40.000.000 afios, en el eoceno medio, estos restos corresponden a la especie que
parece ser el antecesor comun (Protilopus petersoni); luego se originaron dos tribus Lamini y
Camelini. Hace 3.000.000 millones de afios, la tribu Camelini inicié su migracién hacia Asia y
Europa a través del Estrecho de Bering, dando origen a los camélidos del viejo mundo, el
bactriano y el dromedario (Webb, 1974). Mientras que los descendientes de la tribu Lamini,
migraron hacia América del Sur, a través del Istmo de Panama; de alli surgieron el guanaco y la
vicufia, hace aproximadamente 2.000.000 de afios (Cabrera, 1932). Los factores ambientales
como ciertos cambios climaticos, por ejemplo el enfriamiento del polo norte y, especialmente, la
depredacién por parte de los primeros seres humanos que poblaron América llevaron a la

extincién de los camélidos en América del Norte (Franklin, 1982; Fowler y Bravo, 2010).

La familia Camelidae cuenta hoy con cuatro especies americanas, dos domésticas: la
llama (Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos) y dos silvestres: el guanaco (Lama guanicoe) y
la vicuia (Vicugna vicugna) (Kadwell et al., 2001). La llama se originé por la domesticacion del
guanaco y la alpaca deriva de la vicuila (Wheeler et al., 2001). Los camélidos sudamericanos
(CSA) pertenecen a la clase Mammalia, orden Artiodactyla suborden Tylopoda, a diferencia de
los rumiantes verdaderos como cérvidos, bévidos y oOvidos que pertenecen al suborden
Ruminantia. Ambos subdrdenes evolucionaron paralelamente y su capacidad de rumiar

(regurgitar y volver a masticar el alimento consumido) es una convergencia evolutiva (Webb,



1974; San Martin y Bryant, 1989; Sponheimer et al., 2003; Fowler, 2008). La alpaca se domestic6
en los Andes centrales del Perd hace 6000 a 7000 afios, mientras que la llama parece haberse
originado por miiltiples centros de domesticacion localizados en el noroeste argentino, norte de
Chile y los Andes Centrales del Pert, este proceso culminé hace 4000 a 4600 afios (Wheeler et
al., 2001).

Los CSA constituyen un recurso de gran valor econémico, social, cultural y cientifico
para el Perud; que es el principal productor de alpacas (Vicugna pacos) del mundo (Quispe et al.,
2009), con una poblacién promedio de 4.350.000 (MINAGRI, 2019), distribuidos principalmente
en Puno (55%), Cuzco (12%), Arequipa (10%) y Huancavelica (6%). El 85% de los animales se
encuentra en manos de pequefios productores bajo un sistema de crianza extensiva (INEI, 2012),
que abastece el 82% de la demanda mundial de fibra, con ingresos econdémicos para los
pobladores altoandinos, que se incrementan por la venta de carne y reproductores (Fernandez
Baca, 2005); sin embargo, la presentacion de enfermedades infecciosas es un factor limitante para
su desarrollo, porque presentan un alto indice de mortalidad (Bustinza, 2001; Rosadio et al.,

2012).

Los CSA pueden considerarse los mamiferos mejor adaptados a la altura (Giussani et al.,
1999). Su hébitat se caracteriza por vientos de gran velocidad, grandes diferencias entre la
temperatura diurna y nocturna, alternancia de meses con grandes lluvias y meses de sequias,
suelos rocosos e inclinados con hielo y nieve, excesiva radiacion solar, baja presién de oxigeno
y, por supuesto, escasez de agua y alimentos. Estas especies deben comer las escasas plantas
lefiosas que crecen en ciertos lugares. Los CSA son los animales termorreguladores mds estables
(Bligh y Sumar, 1988); su cuerpo estd cubierto por pelos de diferente grosor, regulan la
conductancia calérica por medio de la postura corporal y en condiciones extremas de frio se
agrupan. Un 40% de su cuerpo estd cubierto por un pelo muy denso que lo protege de las bajas
temperaturas, pero el 20%, correspondiente al vientre, estd casi desnudo y permite la pérdida de
calor, incluso puede sumergirse en el agua para perder calor por el mecanismo de conduccién
(Schmidt-Nielsen, 1987). Tienen una mejor adaptacion a épocas de sequia, esto debido a que son
capaces de regular sus voliimenes de agua corporal que disminuye en €pocas secas y aumenta en
época de lluvias (Marcilese et al., 1994); asi mismo, poseen la capacidad de concentrar su orina,
debido a la alta reabsorcién de 4acido urico en tibulos renales, lo cual permite una mayor

reabsorcion de agua manteniendo los niveles homeostéticos del animal (Bakker ef al., 1996).



Los CSA para poder vivir a alturas que alcanzan los 5000 metros poseen numerosas
adaptaciones a la hipoxia cronica; entre ellas se destaca que sus eritrocitos son elipticos, mds
pequeiios y mds numerosos que en otros mamiferos; ademds, hay una mayor afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno y esta se encuentra en mayor concentracion (Copaira, 1952; Oblitas
et al., 1998; Azwai et al., 2007). La conformacién de su cuerpo, especialmente de sus
extremidades, facilita que puedan movilizarse con un bajo consumo de energia, lo que es

importante en condiciones de hipoxia (Ferndndez Baca, 2005).

El sistema digestivo de los CSA estd adaptado a la escasez de los recursos y a poder
obtener nutrientes de los pastos lignificados. Para favorecer la prehension y seleccion del
alimento, poseen labios delgados y con un philtrum muy marcado, lo que los hace muy méviles
(De La Vega, 1952), poseen dientes incisivos de crecimiento continuo por su gran desgaste
(Ferndndez-Baca, 1962). La eficiencia de conversion alimenticia es 58% mejor que en el ovino,
debido a que realizan un proceso digestivo més prolongado permitiendo una mejor utilizacién de
los nutrientes (San Martin y Bryant, 1989; Sponheimer et al., 2003; Davies et al. 2007; San Martin
y Van Saun, 2014), ademas posee un mejor sistema de reutilizacién de la urea, insumo que la
microbiota de los compartimentos estomacales utilizan como fuente de nitrégeno para producir
proteina, en condiciones de que el alimento consumido tiene niveles bajos de este nutriente (Van
Saun, 2006; Cabezas et al., 2007). Son clasificados dentro del grupo de rumiantes intermediarios
o también llamados alimentadores mixtos oportunistas, que presentan la particularidad de
adaptarse facilmente a una dieta mixta pero que evitan la mayor parte de tiempo los alimentos
fibrosos (hacen seleccién del forraje); presentan una doble fermentacién, una primera en

compartimentos estomacales y una segunda en ciego y colon (Sumar, 2010; San Martin, 2015)

Los CSA obtienen su energia de los 4cidos grasos voldtiles, asi como de la glucosa y la
urea. Presentan una alta normoglucemia, debida a la menor utilizacién de la glucosa por parte de
los tejidos, generada por una débil respuesta y una resistencia parcial a la insulina, sin
consecuencias para la salud del animal (Vallenas, 1956; Llerena, 1983; Burton et al., 2003; Ueda
et al., 2004; Van Saun, 2006; Siguas et al., 2007; Rodriguez et al., 2016). En la génesis de esta
elevada normoglucemia, también interviene la gluconeogénesis que ocurre a partir de los
aminoécidos generados en el estdomago por los microorganismos celuloliticos, que también genera
una elevada concentracién de urea. Esta caracteristica de utilizacién de la glucosa y la urea, los
diferencia de los rumiantes que obtienen su energia fundamentalmente de los 4cidos grasos

voldatiles como el propionato (Vallenas et al., 1973).



Desde el punto de vista reproductivo, los CSA tienen un intervalo generacional largo,
debido a que llegan a la pubertad entre uno y tres afios de edad, al alcanzar la mitad de su peso
corporal adulto (Sumar, 1999) y presentan gestacion larga y de una sola cria (Vaughan, 2012). En
su habitat natural, su reproduccién es estacional y se da durante la época de lluvias (Trasorras y
Miragaya, 2012). No existe un ciclo estral tipico por que la fase folicular es continua (Bravo,
2002); si la hembra no se aparea presenta ondas foliculares continuas (Sumar, 1999),
permaneciendo en estro entre 35 y 40 dias (Aba, 2014). Se considera que la ovulacién es inducida
por el coito y ocurre 30 h después de la cépula (Bravo et al., 1991; Adams y Ratto, 2001), sin
embargo la ovulacidn es independiente a los estimulos fisicos de la copula, y es el plasma seminal

quien induce la respuesta ovulatoria y luteotrépica (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2005),

La ovulacién ocurre en ambos ovarios en porcentajes idénticos, pero el embrién se
implanta en mas del 90% de los casos en el cuerno uterino izquierdo, que es el de mayor tamafio
(Ferndndez Baca et al., 1973; Bravo et al., 2000), caracteristica que ya se observa en la etapa fetal
(Mendoza et al., 2013). Los embriones de CSA desarrollan mas rdpido que los de los rumiantes
domésticos y a los 7-8 dias post apareamiento han migrado al dtero (Del Campo et al., 1995; Aba
et al., 1997). Los embriones fecundados en el cuerno derecho, migran hacia el izquierdo en los
primeros dias y hacia el dia 9-10 post ovulacién todos los embriones se encuentran en el cuerno
uterino izquierdo (Picha et al., 2013). El periodo de gestacion es de 340 a 346 dias para la alpaca
(Bonacic, 1991; Sumar 1999); las crias son precociales, nacen con un estado avanzado de

desarrollo, y con un peso de 4 a 10 kg (Bravo, 2015).

Las crias recién nacidas son susceptibles a presentar enfermedades entéricas; diferentes
microorganismos pueden infectar a las crias y producir enfermedades con alta mortalidad y/o
morbilidad, tal es el caso del Clostridium perfringens, que causa enterotoxemia, que es una
infeccién aguda y causa la muerte de crias entre la segunda y tercera semana de vida con
mortalidades que pueden ser superiores al 50% (Ramirez et al., 1985; Moro, 1987; Ramirez, 1989;
1990; Ameghino y De Martini, 1991). La infeccién por cepas de Escherichia coli enteropatégena
(Ramirez et al., 1985) origina cuadros de colibacilosis, con un indice de mortalidad entre el 15 al
20% y con emaciacioén grave en los animales que sobreviven (Moro, 1956). También existen
infecciones virales, como la producida por rotavirus, que tiene una incidencia del 9.3% (Morales
et al., 2007) y cuadros de eimeriosis, por Eimeria macusaniensis y Eimeria lamae, que pueden
lesionar la mucosa y permitir el ingreso de Clostridium perfringens y causar cuadros severos de

enterotoxemia o cuadro entérico neonatal (Palacios et al., 2004; Rosadio et al., 2010).



El cuadro entérico neonatal o sindrome entérico neonatal es producido por la infeccién
mixta entre diferentes agentes causales tales como Clostridium sp, Escherichia coli, eimerias,
rotavirus, Cryptosporidium, etc., este tipo de infeccién es el mds frecuente en crias en la etapa
neonatal (Rosadio et al., 2012). Las lesiones que se observan en los animales con cuadros
entéricos van desde una enteritis catarral en las diferentes porciones intestinales a una enteritis
necrética hemorrdgica, principalmente en yeyuno e ileon; con descamacién epitelial, edema,
inflamacidn y necrosis acompaiiada muchas veces de hiperplasia glandular, siendo estas lesiones
mads severas en el yeyuno medio y final (Palacios et al., 2005). El dafio intestinal produce grandes
pérdidas econdmicas, no sdlo por la muerte de los animales y la disminucién de la produccién y
productividad, sino también por la pérdida de valioso potencial genético, asi como por la falta de
recambio de los reproductores (Bustinza, 2001); siendo necesario reducir la incidencia de estas
enfermedades, asi como su impacto en el animal, para lo cual se deben desarrollar métodos

efectivos que ayuden a la prevencién de enfermedades y a su control.

2.2 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DEL SISTEMA DIGESTIVO DE LOS
CAMELIDOS SUDAMERICANOS

Los CSA poseen caracteristicas bioldgicas peculiares, los compartimentos estomacales
presentan las mayores diferencias en comparacion a otras especies domésticas y se considera que
son altamente adaptados a su habitad en grandes alturas (De la Vega, 1952; Vallenas, 1965;
Vallenas y Stevens 1971a, b; Vater y Maierl, 2018). Presentan un sistema digestivo conformado
por un tubo que comprende boca, faringe, es6fago, estdbmago, intestino delgado (duodeno, yeyuno
e ileon) e intestino grueso (ciego, colon, recto y conducto anal); los érganos anexos son gldndulas

salivales, pancreas e higado (De la Vega, 1952; Vallenas, 1991; Fowler y Bravo, 2010).

2.2.1 Estomago

Los camélidos sudamericanos poseen 3 compartimentos estomacales, con sacos
glandulares en el compartimento 1 y 2 (Vallenas et al., 1973), estos sacos glandulares secretan
grandes cantidades de fosfato y bicarbonato (Eckerlin y Stevens, 1973; Riibsamen y Engelhardt,
1978), que provee un gran sistema tampon en los compartimentos estomacales, mds eficiente que
el que poseen los ovinos (Vallenas et al., 1973), asi mismo la secrecion salival es abundante y
también contiene grandes cantidades de bicarbonato (Ortiz ef al., 1974). El compartimento 3 es

similar al estémago glandular tipico de todos los mamiferos.
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2.2.2 Porciones Intestinales

El intestino de las alpacas estd dividido en intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) e
intestino grueso (ciego, colon, recto y canal anal) (Van Hoogmoed et al., 1998; Fowler y Bravo,
2010). El intestino de la alpaca adulta tiene una longitud aproximada total de 21 a 24 m, de los
cuales 13,4 m corresponden al intestino delgado y 9,5 m al intestino grueso (Sato et al., 1968;
Vater y Maierl, 2018), con un didmetro promedio de 2 a 3 cm (Sato y Montoya, 1989). En crias,
en los primeros 45 dias de edad, se da un rdpido desarrollo del intestino, duplicando su longitud,

principalmente el yeyuno que es el que més se desarrolla en esta etapa (Paredes, 2010).

Intestino delgado: Anatémicamente, el intestino delgado de las alpacas es similar al de los ovinos
(Sato et al., 1968; Gusméan, 1970). Es un tubo largo compuesto por el duodeno, yeyuno e ileon.
Conecta el estdmago glandular (compartimento 3) con el intestino grueso, se inicia en el piloro y
termina en el orificio ileocecal (Sato y Montoya, 1989; Heath, 1996).

El duodeno es la primera porcién del intestino delgado. En el momento del nacimiento
mide aproximadamente 25 cm (Paredes, 2010) y crece hasta medir aproximadamente de 50 a 150
cm de longitud en alpacas adultas (De la Vega, 1952; Vater y Maierl, 2018), segtin el tamafio del
animal. Comienza en el piloro y presenta una dilatacién de 8 a 12 cm, la ampolla duodenal, en
su porcidn inicial, que es una constriccién que reduce significativamente el lumen (Montalvo,
1966; Sato y Montoya, 1989; Vater y Maierl, 2018). Esta porcion del intestino se ubica en el lado
derecho del compartimento estomacal 1 (C1) hacia la zona dorsal de la cavidad abdominal, caudal
al higado (Fowler y Bravo, 2010), pasando del plano derecho al izquierdo por detras de la arteria
mesentérica craneal (Sato y Montoya, 1989). Macroscépicamente se puede observar la formacion
de pliegues circulares (plicae circulares) de la mucosa que son més numerosos hacia el yeyuno y

mds prominentes en la region opuesta a la insercién del mesenterio (Montalvo, 1966).

El yeyuno es la segunda porcion del intestino delgado, es la mas larga, mide 60 cm
aproximadamente en alpacas recién nacidas (Paredes, 2010) y alcanza entre 12 y 14 m en animales
adultos (De la Vega, 1952; Vater y Maierl, 2018). El yeyuno a lo largo de su recorrido genera en
la parte caudal derecha del abdomen asas intestinales en forma de U, que se localizan alrededor
de la raiz del mesenterio (Sato y Montoya, 1989; Ferndndez Baca, 1991). Posee agregados
linfoides o placas de Peyer que tienen una forma redondeada u ovalada y plana con didmetros de

5 a 8 mm (Montalvo, 1966).

El ileon es la tltima porcidén del intestino delgado, su longitud va desde los 8 cm en crias

recién nacidas (Paredes, 2010) hasta 80-100 cm en alpacas adultas (Sato y Montoya, 1989).



Descansa sobre las asas yeyunales en la parte superior de la pared abdominal ventral. Se dirige
por la parte media dorsal hasta el orificio ileocecal para comunicarse con el intestino grueso (Sato
y Montoya, 1989; Ferndndez Baca, 1991; Vater y Maierl, 2018). Los pliegues circulares
disminuyen en forma considerable conforme se acercan a la unién ileocecal, mientras que las
placas de Peyer aumentan en nimero y tamafio, adquiriendo la forma de nidos o créteres en la

region cercana al ciego (Montalvo, 1966).

Intestino Grueso: En los CSA, el intestino grueso se inicia en el orificio ileocecal y se prolonga
hasta el ano, con una longitud aproximada de 9,50 m y un didmetro de 5 cm; anatémicamente lo
podemos dividir en 4 porciones: ciego, colon, recto y canal anal (Sato y Montoya, 1989,

ICVGAN, 2017).

El ciego es la primera porcién del intestino grueso, es un saco ciego que mide entre 10 y
20 cm de longitud y aproximadamente 7 cm de didmetro en promedio (Sato ef al., 1968; Sato y
Montoya, 1989; Vater y Maierl, 2018). Paredes (2010), encontr6 en crias de alpacas, ciegos con
longitudes que van desde los 5,5 cm al nacimiento, hasta los 20 cm a los 45 dias de edad. El ciego
descansa sobre la linea media y se dirige caudalmente hacia la entrada de la pelvis, en algunos
casos puede curvarse de forma ventral y lateral hacia la izquierda (Sato et al., 1968; Sato y
Montoya, 1989). Macroscépicamente se pueden observar placas de Peyer de gran tamafio y de
forma diversa, mientras que los pliegues circulares no se observan a simple vista y la mucosa se

ve casi lisa (Montalvo, 1966).

El colon es la segunda porcién del intestino grueso, se origina cerca al orificio ileocecal
y se prolonga hasta el recto. El colon de los camélidos es similar al de los rumiantes verdaderos;
se divide en 3 porciones: colon ascendente (CA), colon transverso (CT) y colon descendente (CD)
(Sato y Montoya, 1989; Fowler y Bravo, 2010). El colon ascendente tiene una estructura
caracteristica, con asas de disposicidn espiralada, que se organizan en giros centripetos y cambia
hacia giros centrifugos (Vater y Maierl, 2018). Macroscopicamente se puede observar que la
mucosa presenta pliegues longitudinales y placas de Peyer de gran tamafio, principalmente en la
porcién apical del colon ascendente, disminuyendo en nimero hacia caudal (Montalvo, 1966).
San Martin y Bryant, (1988) describen que el tiempo de retencién de la digesta en el colon de
Ilamas es de aproximadamente 11 horas, lo cual es concordante con una mayor fermentacién
microbiana que en otros herbivoros, lo que permite que se produzcan concentraciones elevadas
de 4cidos grasos voldtiles (AGV) y que se mantengan por un tiempo mds prolongado, sugiriendo

que los CSA dan un mejor uso a los alimentos de baja calidad o de alto contenido ligno-celulésico



que los rumiantes verdaderos (Fernandez Baca, 1991); asi mismo el colon juega un rol importante

en la reabsorcién de agua (Whitehead, 2013).

El colon ascendente estd compuesto por el asa proximal, el asa espiral (pliegues
centripetos, flexura central y pliegues centrifugos) y asa distal (Sato y Montoya, 1989), mide
aproximadamente 336 cm en crias de 45 dias de edad (Paredes, 2010) y llega a medir entre 5,8 a
7,7 m en alpacas adultas (Vater y Maierl, 2018). El asa proximal se inicia como continuacion del
ciego en el plano derecho, recorre de forma craneal y ventral hasta el asa espiral; el mesenterio
une débilmente el asa proximal a las asas espirales, que son compactas (Sato y Montoya, 1989;

Fowler y Bravo 2010).

El asa espiral del colon, estd formada por 4-5 pliegues centripetos y 4-5 pliegues
centrifugos, ubicados uno encima del otro como una pirdmide (Vater y Maierl, 2018), lo cual
difiere de bovinos y ovinos que poseen 2 y 3 pliegues respectivamente; esta asa espiral se ubica
sobre la pared abdominal medio ventral; mientras que la tltima porcidn del pliegue centrifugo da
inicio al asa distal y se ubica al lado izquierdo del mesenterio del yeyuno (De la Vega, 1952; Sato
y Montoya, 1989; Vater y Maierl, 2018), por detrds de la arteria mesentérica craneal (Ferndndez
Baca, 1991), luego gira dorsalmente hasta el nivel del duodeno y discurre cranealmente,
conectado a la raiz mesentérica en su lado izquierdo y a la porcién descendente del duodeno en

su lado derecho (Vater y Maierl, 2018).

El colon transverso es la porcién de colon que cambia del plano derecho al plano
izquierdo, se ubica craneal a la arteria mesentérica y comunica con el colon descendente (Sato y
Montoya, 1989), mide 11 cm en crias menores a 45 dias de edad y 30 a 50 cm en adultos; mientras
que el colon descendente es la porcidon que une al colon con el recto, mide un promedio de 59 cm
en crias menores de 45 dias, su tamafio es muy parecido en adultos, siendo esta porcién la que
menos modificacién en cuanto a longitud tiene (Paredes, 2010; Vater y Maierl, 2018). El colon
descendente estd fijado a la pared abdominal dorsal por un corto mesenterio que se alarga justo
antes de ingresar a la cavidad pélvica, formando la flexura sigmoidea, dentro de la cavidad pélvica

el colon descendente estd recubierto de tejido adiposo (Vater y Maierl, 2018).

El recto presenta un didmetro interno mayor que el resto del intestino grueso, con paredes
mads gruesas; tiene una longitud de 6 a 7 cm en alpacas adultas y estd cubierto por peritoneo (Vater
y Maierl, 2018); la mucosa posee pliegues longitudinales visibles y escasos linfonddulos aislados.

El canal anal es la ltima porcién del intestino grueso y conecta el recto con el ano, tiene pliegues



longitudinales o elevaciones de la capa mucosa, la zona inferior tiene pliegues de mucosa

llamados valvulas anales (Montalvo, 1966).

2.3 ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL INTESTINO

El intestino es el responsable de los procesos de absorcidon de nutrientes, excrecion de
desechos y es considerado una gran barrera de defensa del organismo. El intestino tiene
mecanismos intrinsecos para expandir el drea absortiva, asi como mecanismos celulares
especializados para el proceso de absorciéon de nutrientes y para interactuar con la microbiota

presente en el lumen (Chin ez al., 2017).

La pared intestinal en todas las especies, incluyendo la alpaca, estd formada por 4 tinicas
que son desde la luz hacia el exterior: mucosa, submucosa, muscular y serosa. La mucosa contiene
el epitelio, la l1dmina propia y la muscular de la mucosa. La submucosa, que contiene los vasos
mds grandes y el plexo submucoso de Meissner. La tinica muscular estd formada por la capa
circular interna y la capa longitudinal externa, entre ambas, se observan los plexos mientéricos o
de Aiierbach. La tinica mas externa de la pared intestinal es la serosa, la cual cubre todo el
intestino y es el lugar donde se alojan los vasos y nervios que atraviesan la pared intestinal

(Montalvo, 1966; Checcnes, 2014; Ross, 2015).

2.3.1 Intestino delgado

El intestino delgado cumple las funciones de digestién, secrecién y absorcién de
nutrientes; funciones que se ven facilitadas por la gran superficie de la mucosa intestinal, lo cual
estd amplificada por la presencia de pliegues circulares que sobresalen del piso del intestino, las
vellosidades intestinales que son proyecciones de la mucosa y las microvellosidades de las células

epiteliales (Rizvi y Wong, 2005; Ross, 2015).

La mucosa del intestino delgado forma evaginaciones o proyecciones digitiformes que se
conocen como vellosidades que se extienden hacia la luz intestinal, son de mayor longitud en el
yeyuno y de menor longitud en el ileon (Bello et al., 2012); cubren toda la superficie del intestino
delgado, su funcién es ampliar el drea absortiva (Montalvo, 1966; Elliott y Kaestner, 2015). Las
vellosidades se encuentran revestidas por un epitelio cilindrico simple, formado por una capa
continua de células (Cheng y Leblond, 1974; Gerbe et al., 2011), las cuales se encuentran unidas
entre ellas por uniones estrechas, que le permite transportar nutrientes de forma selectiva por via
transcelular y reducir al maximo el transporte por la via intercelular que es mucho menos selectiva

(Elliott y Kaestner, 2015).



Las vellosidades tienen forma de dedo en perros y caballos, en cambio es variable en otras
especies (Bello et al., 2012) como en la alpaca, donde se describe que en el duodeno tienen forma
coénica alargada con el vértice redondeado; en el yeyuno son cénicas con puntas redondeadas en
forma de dedo y en el ileon se van acortando conforme se acerca al ciego, para adquirir una forma

de mazo con la base ancha (Montalvo (1966).

El centro de la vellosidad es una extension de la ldmina propia que contiene abundantes
fibroblastos, linfocitos, plasmocitos, eosinéfilos, macréfagos y una red de capilares sanguineos
fenestrados que estdn por fuera de la Idmina basal del epitelio. Su anatomia vascular es compleja,
una o dos arteriolas no ramificadas, procedentes de la submucosa se dirigen hacia la parte superior
de la vellosidad, donde se ramifican para formar una densa red de vasos subepiteliales que
desembocan en las vénulas a diferentes niveles. Esta disposicién provee un adecuado flujo de
sangre en toda la extensién de la vellosidad y proporciona una abundante superficie para la

incorporacién de nutrientes absorbidos por los enterocitos (Pascual et al., 2001).

Adicionalmente, las v ellosidades poseen un capilar linfatico que se denomina quilifero
central, el cual se origina localmente en un fondo de saco ciego. También encontramos en el
centro de la vellosidad fibras musculares lisas (musculo de Briicke) que son una proyeccién de la
muscular de la mucosa y acompafian al vaso quilifero, estas serian las responsables del
acortamiento intermitente de las vellosidades y de impulsar la linfa desde los vasos quiliferos

hacia la red de vasos linfaticos (Ferrufino et al., 1996; Ross, 2015).

Entre las vellosidades, el epitelio se invagina dentro de la ldmina propia para formar las
criptas o gldndulas intestinales conocidas también como criptas de Lieberkiihn, las cuales son
invaginaciones simples ramificadas y tubulares que penetran la mucosa desde la base de las
vellosidades, a través de todo el espesor de la Idmina propia hasta la muscular de la mucosa. Estan
compuestas de un epitelio cilindrico simple que se continda con el epitelio de las vellosidades,
como parte del eje cripta vellosidad. Este epitelio estd formado por enterocitos, células
caliciformes (CCAL), células enteroendocrinas, células de Paneth (CP), células sensitivas y

células madre (Gerbe et al., 2012, Clevers, 2013).

Cada vellosidad recibe células de 6 a 10 criptas diferentes. Hacia la zona craneal del
duodeno se observa un mayor nimero de criptas, en yeyuno estas criptas son mucho maés
profundas, mientras que en el {leon son dilatadas y ramificadas (Banks, 1996; Dutta et al., 2011).
En alpacas, las criptas de Lieberkhiin son de forma tubular con curso algo sinuoso, y en el ileon

son bastante cortas. En duodeno e ileon estdn revestidas por un epitelio de células cilindricas de
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tipo mucoso menos altas que en las vellosidades a diferencia del {leon donde son altas. Tienen un
mayor nimero de CCAL, presentan uniones estrechas, pero no chapa estriada, excepto en el 4rea

cerca de la desembocadura (Montalvo, 1966).

En las criptas se puede identificar enterocitos, CCAL, células enteroendocrinas, CP, as{
como células madre y células en proceso de diferenciacion. Las CP se ubican en la base de la
cripta y las células madre se ubican hacia el inicio de la cripta siendo estas las que dan origen a
los distintos tipos celulares de la cripta y la vellosidad (Ross et al., 2005). Hacia la desembocadura
de la cripta encontramos células en transito que todavia pueden dividirse, pero no auto renovarse
y luego células que van adquiriendo las caracteristicas diferenciales de enterocitos, CCAL,
enteroendocrinas y sensitivas a medida que migran hacia la parte superior de las vellosidades. Al
final, las células entran en un proceso de apoptosis, que por poseer algunas particularidades es
conocido como anoiquis y se desprenden desde la parte superior de la vellosidad (Gunther et al.,
2013). El periodo comprendido entre el nacimiento de la célula y su muerte es de 4 a 6 dias en el
ser humano, a excepcidn de las CP que se diferencian y migran hacia la base de la cripta y tienen
un tiempo de vida mayor (Stinson y Calhoun, 1996; Geneser, 2000; Pascual et al., 2001; Ross et
al., 2005; Griin et al., 2015).

Los enterocitos son las células epiteliales mas abundantes, y se encuentran distribuidos a
lo largo de la vellosidad cumpliendo la funcién de absorcién de nutrientes y agua (Buendia et al.,
2004; Eroschenko, 2008; Okamoto et al., 2008; Sepilveda, 2012; Ross, 2015); estas células
poseen en su membrana apical proteinas transportadoras, ademds de microvellosidades con un
glicocalix muy abundante y un citoesqueleto muy organizado (Keller y Mooseker, 2011; Ross,

2015).

Las CCAL, producen una secrecién rica en mucinas que sirve para la lubricacién del
contenido, la amortiguacién del pH y la proteccién del epitelio por formacién de la barrera mucosa
intestinal (Allaire et al, 2018b). Las células enteroendocrinas (CEE) que se encuentran
distribuidas en el epitelio intestinal, son las encargadas de secretar hormonas que regulan diversos
procesos de secrecién y absorcion en el tracto gastrointestinal, ingestién de alimento, regulacion
de los niveles de glucosa pospandrial y el metabolismo del animal (Latorre et al., 2016; Gribble
y Reimann, 2019). A esta funcién secretora de la mucosa se une la secrecion de las células serosas
y mucosas ubicadas en las glandulas de Briinner que se distribuyen en la submucosa del duodeno

y desembocan hacia la luz del intestino (Krause, 2000; Verdiglione y Montesi, 2019).
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La mucosa constituye una barrera de proteccion que separa la luz del tubo digestivo del
resto del organismo, esto se conoce como barrera intestinal, que tiene la funcién de proteger al
individuo del ingreso de antigenos, agentes patdgenos y sustancias nocivas; siendo posiblemente
esta una de las funciones mds importantes. En esta funcién intervienen los diferentes tipos
celulares del epitelio intestinal, tal es el caso de los enterocitos que al unirse entre ellos por uniones
estrechas no permiten el pasaje de microorganismos o sus productos hacia la 1dmina propia, siendo
esta la primera barrera fisica de defensa (Hooper, 2015). Por otro lado, los diferentes tipos
celulares secretan proteinas antimicrobianas, inhibiendo de esta manera la invasion de
microorganismos (Benjamin et al., 2013; Conway et al., 2013; Wlodarska et al., 2014), producen
citoquinas para coordinar la respuesta de las células del sistema inmune sub epiteliales y
transportan inmunoglobulina A secretora de la superficie basolateral hacia la superficie apical del

epitelio (Macpherson et al., 2000).

Las CCAL a través de sus secreciones forman parte de esta barrera fisica porque las
mucinas dificultan el contacto entre las bacterias y la superficie luminal del epitelio (Birchenough
et al., 2015); asi mismo también tenemos a las CP que juegan un rol importante, debido a que las
sustancias que secretan son las encargadas de regular la microbiota y participar en el
mantenimiento del microambiente intestinal (Yokoi et al, 2019). La funcién de barrera del
epitelio intestinal se suma a la presencia de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) que estd
compuesto por las placas de Peyer que se encuentran en la submucosa, células presentadoras de
antigenos y linfocitos que se encuentran en forma difusa en la ldmina propia y linfocitos

intraepiteliales (Fagarasan y Honjo, 2003).

La lamina propia es una capa de tejido conjuntivo laxo, se proyecta hacia las vellosidades
formando la parte central de las vellosidades y rodea las criptas intestinales (Ferrufino et al., 1996;
Eurell y Frappier, 2006). Contiene fibras coldgenas y eldsticas que se encuentran sostenidas por
una trama de fibras reticulares (Eurell y Frappier, 2006). Ademds, se encuentra gran cantidad de
tejido linfoide difuso (O "Leary y Sweeney, 1987), vasos sanguineos, elementos celulares y células
musculares lisas (Sepulveda, 2012). El tejido linfoide es de tipo difuso y organizado en
linfondédulos, estos ultimos se hacen mas abundantes hacia caudal (O"Leary y Sweeney, 1987;
Buendia et al., 2004; Mestecky, 2005) y tiende a ubicarse en el borde antimesentérico (lado
opuesto de la insercién del mesenterio) (Geneser, 2000; Ross et al., 2005; Ross, 2015). Es una
barrera inmunoldgica integrada, que protege al organismo de agentes patégenos y sustancias

antigénicas que podrian atravesar la mucosa desde la luz del tubo digestivo, asi mismo su
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activacion estd coordinada con la accion de células del epitelio intestinal (Ramiro-Puig et al.,

2008).

La muscular de la mucosa estd formada por células musculares lisas y fibras eldsticas
dispuestas en una capa circular interna y una capa longitudinal externa. Presenta proyecciones
hacia las vellosidades. La contraccion de esta capa muscular produce el movimiento de la mucosa
para formar crestas y depresiones que facilitan los procesos absortivos y secretores. Este
movimiento focalizado de la mucosa es independiente del movimiento peristaltico de toda la

pared del tubo digestivo (Buendia et al., 2004; Eurell y Frappier, 2006; Ross, 2015).

En alpacas, la muscular de la mucosa del duodeno contiene fibras musculares lisas
mezcladas con fibras coldgenas, que discurren en sentido longitudinal, la continuidad de este
estrato se rompe por la incursiéon de las glandulas duodenales o de Briinner. En el yeyuno, es
delgada y estd formada de 4 o 5 filas de fibras musculares lisas, que corre longitudinalmente
acompanada de fibras coldgenas, de las cuales algunas fibras musculares se internalizan en el
corion. En el {leon la muscular de la mucosa se hace mas gruesa con un mayor nimero de fibras

elasticas (Montalvo, 1966).

La submucosa es una capa de tejido conjuntivo denso no modelado, que tiene haces de
fibras coldgenas y elésticas, estd ubicada entre la muscular de la mucosa y la tinica muscular
(Goke et al., 1998). Contiene vasos sanguineos de mayor calibre que los de la ldmina propia, que
envian ramas hacia la mucosa, la muscular externa y la serosa; también se encuentran vasos
linfaticos y una red de fibras nerviosas amielinicas y células ganglionares organizadas en el plexo
submucoso o de Meissner (Mestecky, 2005; Mazzone y Farrugia, 2007), que es una extensa red
nerviosa ubicada en la submucosa que contiene fibras sensitivas viscerales de origen
principalmente simpatico, ganglios parasimpéticos (terminales), y fibras nerviosas parasimpdticas
preganglionares y posganglionares. Los somas de las neuronas ganglionares parasimpdticas y sus
fibras nerviosas posganglionares forman parte del sistema nervioso entérico, que es una divisién
del sistema nervioso auténomo y tiene a su cargo la inervacién de las capas musculares lisas del
tubo digestivo y puede funcionar de manera independiente del sistema nervioso central (Heanue

y Pachnis, 2007; Mazzone y Farrugia, 2007; Sepuilveda, 2012).

A lo largo del intestino, la submucosa forma pliegues circulares, conocidos como plicas
circulares, valvulas conniventes o valvulas de Kerckring, que son pliegues de la submucosa con
orientacion circunferencial, que estin presentes en mayor nimero en el yeyuno proximal,

disminuyendo hacia caudal. Estos pliegues aumentan la superficie hasta 3 veces. En rumiantes y
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alpacas son permanentes a diferencia de lo que ocurre en otros mamiferos en los cuales se

observan de forma transitoria (Montalvo, 1966; Ross, 2015).

En la submucosa del duodeno se encuentran gldndulas tdbulo alveolares o tiibulo acinosas
llamadas también glandulas de Briinner, las cuales se abren en la base de las criptas (Stinson y
Calhoun, 1996; Sepulveda, 2012; Ross, 2015). En rumiantes y alpacas estas glandulas presentan
células mucosas de forma piramidal, con nticleo basal, de forma ovalada, redondeada o achatada,
dependiendo su posiciéon del momento funcional de la célula (Montalvo, 1966). En el caso del
conejo y caballo sus adenémeros son de tipo mixto (seroso y mucoso), en el ratén son de tipo
seroso y en el humano de tipo mucoso. Los adenémeros glandulares expulsan su contenido hacia
la luz intestinal a través de orificios localizados en las criptas intestinales o hacia la base de las
vellosidades. El conducto excretor de las glandulas de Briinner estd formado por células ctbicas
con un nicleo redondeado basal (Martin, 1954; Leeson y Leeson 1967; Takehana y Abe, 1987;
Takehana et al., 1991; Krause, 2000).

La tdnica muscular estd formada por dos capas concéntricas de misculo liso
relativamente gruesas y dispuestas perpendicularmente entre si. La interna se dispone de manera
circular y la externa de forma longitudinal. La capa interna o circular forma una espiral apretada,
mientras que la capa externa o longitudinal describe una espiral laxa. Entre las dos capas
musculares hay una delgada ldmina de tejido conjuntivo donde se encuentran vasos sanguineos y
linfaticos (Olsson y Holmgren 2001; Gabella, 2012; Campbell, 2015), asi también se encuentra
el plexo nervioso mientérico o de Alierbach el cual estd formado por somas de neuronas
parasimpdticas posganglionares y de neuronas del sistema nervioso entérico y recibe inervacién
de células nerviosas provenientes de la submucosa (Ross, 2015; Shahrestani y Das, 2020). Entre
las células musculares de las dos capas se pueden observar células especializadas conocidas como
células intersticiales de Cajal, que envian proyecciones entre las células musculares y tienen la
funcidén de actuar como marcapasos regulando la motilidad intestinal (Smith ez al., 1987; Marquez

et al., 2006; Marquez et al., 2014).

Las capas musculares mezclan e impulsan el contenido del tubo digestivo mediante
contracciones intestinales, la muscular interna comprime y mezcla el contenido del tubo digestivo
por constriccién luminal mientras que la contraccién de la muscular externa impulsa el contenido
luminal hacia caudal por acortamiento de las porciones intestinales (Campbell, 2015). La
contraccién ritmica y lenta de estas capas bajo el control del sistema nervioso entérico genera el

peristaltismo el cual viaja de craneal a caudal, las células intersticiales de Cajal son las encargadas
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de mantener este ritmo y su propagacion, asi como los procesos de segmentacion (Goyal y
Chaudhury, 2010; Sanders et al., 2016). En el tracto intestinal, el misculo liso genera su propia
actividad eléctrica y funciona como un sincitio (Campbell, 2015). La capa muscular circular
forma esfinteres como el esfinter pildrico, la valvula ileocecal y el esfinter anal interno (Cuber et

al., 1984; Liidtke et al., 1984; Ross, 2015).

La serosa es la tinica més externa del tubo digestivo y corresponde al peritoneo parietal.
Estd compuesta por una capa de epitelio simple plano llamada mesotelio y una pequefia cantidad
de tejido conjuntivo laxo subyacente, el cual corresponde al peritoneo visceral. También pueden
encontrarse en la serosa grandes cantidades de adipocitos. La serosa es la tinica mds superficial
de las partes del tubo digestivo que estan suspendidas en la cavidad peritoneal, por lo tanto es
continua tanto con el mesenterio como con el revestimiento de la pared abdominal (Ferrufino,
1996; Septlveda, 2012; Gartner y Hiatt, 2015). La serosa es atravesada por grandes vasos

sanguineos y linfaticos, asf como por troncos nerviosos provenientes del mesenterio (Ross, 2015).

2.3.2 Intestino Grueso

El intestino grueso tiene como principal funcién la absorcidn de agua y electrolitos, y la
produccién y absorcién de vitaminas, asi como la formacién de las heces. Presenta al igual que el
intestino delgado, las 4 tinicas caracteristicas del tracto digestivo, con ciertas variaciones propias

de esta porcion (Campbell, 2015; Precup y Vodnar, 2019; Sulaiman y Marciani, 2019).

En alpacas, la superficie de la mucosa del intestino grueso es lisa, por ausencia de valvulas
conniventes y vellosidades, posee un epitelio cilindrico simple, con células de tres tipos:
absortivas (enterocitos, también llamados colonocitos), secretoras (CCAL, CEE) y células madre.
Los enterocitos poseen nucleos esféricos, ovalados o alargados situados en el tercio medio de las
células, presentan chapa estriada y uniones estrechas (Montalvo, 1966; Garret et al., 2010; Baker
et al., 2014), se encargan de la absorcién de agua y electrolitos. Las CCAL secretan mucina y su
funcién es lubricar la mucosa intestinal facilitando el paso del contenido que cada vez es mds
s6lido (Christensen, 1991; Ross, 2015; Sulaiman y Marciani, 2019). El epitelio intestinal sufre un
recambiado en su totalidad en menor tiempo que el intestino delgado, siendo entre 2 a 3 dias en

ratones (Creamer et al., 1961; van der Wath et al., 2013).

El epitelio en el colon se invagina formando numerosas criptas de Lieberkiin, también
Ilamadas gldndulas intestinales o criptas colénicas, de forma tubular rectas que se extienden en
todo el espesor de la mucosa (Sepulveda, 2012; Barker, 2014). La luz de las glandulas intestinales

es de calibre uniforme en la zona apical, pero se ensancha en la porcién basal; el niimero de las
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gldndulas intestinales, asi como el de las células caliciformes se incrementan hacia el recto

(Montalvo, 1966; Ross, 2015).

Rodeando a las criptas se encuentra la ldmina propia con fibras coldgenas, reticulares,
fibras elasticas, linfocitos, mastocitos, plasmocitos e histiocitos, fibroblastos, o miofibroblastos
(que expresan actina del musculo liso (a-SMA)) y pericitos perivasculares (Roulis y Flavell,
2016). La lamina propia presenta algunas caracteristicas diferenciales con la del intestino
delgado, tales como presencia de la meseta coldgena, que es una gruesa capa de coldgeno y
proteoglicanos que se ubican entre la ldmina basal del epitelio de revestimiento y la ldmina basal
del endotelio de los capilares venosos absortivos fenestrados y participa activamente en la
regulacion de la absorcion de agua y electrolitos desde el compartimiento intercelular del epitelio

hasta el compartimiento vascular (Ross, 2015).

También existe una vaina fibrobldastica pericriptica bien desarrollada, constituida por una
poblacién de fibroblastos que se replican con regularidad y se ubican alrededor de las criptas. La
divisién de los fibroblastos se da en la base de la cripta junto a las células madre del epitelio, para
luego diferenciarse y migrar hacia arriba en paralelo y en sincronfa con las células epiteliales

(Neal y Potten, 1981; Ross, 2015).

En alpacas se puede observar en la ldmina propia la presencia de vasos linfaticos que se
ubican como una red alrededor de la muscular de la mucosa, de manera similar a lo observado en
el intestino delgado (Montalvo, 1966), sin embargo, en otras especies no se observa esta red de
vasos linfaticos alrededor de la musculara de la mucosa, excepto en condiciones patoldgicas,
aunque existan espacios linfaticos en la mucosa que pueden ser abundantes (Fenoglio et al., 1973;

Kenney y Jain, 2008).

La submucosa estd formada por tejido conectivo denso irregular, vasos sanguineos, vasos
linféticos y el plexo de Meissner. En diferentes especies animales como alpacas (Montalvo, 1966),
ovinos (Carlens, 1928; Hebel, 1960), cerdos (Biswal et al., 1953; Ferguson et al., 1980;) caballos
(Carlens, 1928), perros (Atkins y Schofiel, 1972), gatos (Hebel, 1960), ratas (Bland y Britton,
1984), conejos (Jepson et al., 1993), primates (Scott, 1979) y humanos (Watanabe et al., 1983;
Jakob et al., 1987) se ha identificado tejido linfoide asociado al intestino, organizado como placas
de Peyer distribuidas principalmente en el ciego y la primera porcién del colon ascendente. Su
nimero disminuye en hacia el recto (Montalvo, 1966; Liebler, 1986; Septilveda, 2012); mientras
que en el bovino se puede observar foliculos linfoides solitarios distribuidos en todo el intestino

grueso (Hebel, 1960; Liebler, 1986; Liebler et al., 1988).
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Histoldgicamente los agregados linfoides son unidades linfoglandulares complejas que se
ubican en la submucosa pero que contiene un diverticulo epitelial que se proyectan hacia la
mucosa, lo que puede distorsionar el espaciado entre criptas intestinales, y tienen la funcién de
controlar la abundante microbiota presente a este nivel intestinal (Liebler er al., 1988; Ross,

2015).

En el colon, la disposicién de la tinica muscular es similar a la descrita en el intestino
delgado, pero la capa longitudinal externa no se contintia en toda la circunferencia del colon, sino
que se agrupa en 3 bandas denominadas taenias del colon cuya funcién es acortar el colon y formar

saculaciones con movimientos propios (Pace y Williams, 1969).

La serosa del intestino grueso estd formada por epitelio plano simple (mesotelio) y tejido
conectivo laxo; esta serosa presenta apéndices epiploicos que son multiples 16bulos y lobulillos

de tejido adiposo. En el caso del ciego, la serosa es muy vascularizada (Septlveda, 2012).

2.4 ONTOGENIA DEL EPITELIO INTESTINAL

La ontogenia es el desarrollo de células, tejidos y 6rganos a lo largo de la vida, se da
siguiendo programas genéticos establecidos, pero al mismo tiempo influenciados por la
interaccién con el medio donde se encuentre el organismo o por su dindmica interna. Durante la
ontogenia se genera una diversidad celular a través de procesos de proliferacién y morfogénesis,

diferenciacién y maduracién (Chin et al., 2017).

La ontogenia del TGI estd muy organizada desde el punto de vista temporal y espacial,
ocurre a lo largo de todo el tubo digestivo y en cuatro ejes asimétricos (de Santa Bérbara et al.,
2003), generando como resultado células epiteliales especializadas en absorcién de nutrientes y
secrecion de sustancias con funciones endocrinas, de proteccién, enzimadticas, etc. (Henning,
1981), y también tejido nervioso, células musculares, estructuras vasculares y células

intersticiales (Turner, 2009).

2.4.1 Etapa prenatal

Los procesos de histogénesis, organogénesis y maduracién del TGI en la etapa prenatal
preparan al feto para la transicién de feto a cria; de pasar de nutricidon placentaria a una nutricién
propia, con procesos de digestion de alimentos, lo cual hace que sea necesario que el TGI al
momento del nacimiento sea funcional. La coevolucién de TGI junto con la microbiota residente,
resulta en relaciones comensales que son hasta especificas de cada especie y de cada individuo,
existiendo una interaccién bidireccional y de particular importancia en la etapa neonatal,
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momento en el cual el TGI necesita adaptarse rapidamente al medio ambiente para poder procesar
adecuadamente los alimentos y que la colonizacién sea por microorganismos comensales y no
por microrganismos potencialmente patégenos (Penders y Thijs, 2006; Buddington y Sangild,

2011).

En la etapa prenatal, el TGI adquiere las capacidades de digestién de los alimentos,
defensa, osmoregulacion, eliminacién de desechos, y secreciéon de hormonas y moléculas de
sefializacion que se encargan de su propia regulacién (Buddington y Sangild, 2011). Sin embargo,
al nacimiento las caracteristicas estructurales y funcionales especificas del TGI varian entre
especies, con diferencias marcadas entre animales altriciales y precociales y entre especies con

diferentes habitos de alimentacién en la etapa adulta (Stevens y Hume, 1995; De la Torre, 2006).

Diferentes autores han propuesto que en la ontogénesis del epitelio intestinal ocurren tres
fases principales: una fase temprana de proliferacion y morfogénesis epitelial, una fase intermedia
de diferenciacién celular en el que aparecen los distintos tipos celulares que caracterizan al
epitelio intestinal y una fase posterior de maduracién fisioldgica de los diferentes tipos celulares

(Menard y Calvert, 1991; Rings et al., 1992; Drozdowski et al., 2010).

En la etapa fetal, el desarrollo del intestino y su maduraciéon dependen de la especie. Las
especies altriciales, que nacen después de un periodo corto de gestaciéon como el ratén (Mus
musculus) y la rata (Rattus norvegicus), presentan al nacimiento una mucosa intestinal
relativamente inmadura que se caracteriza por un bajo estado de diferenciacion epitelial, con una
funcidn digestiva incipiente (Klein y McKenzie 1983a, Weaver et al., 1991), por lo que
dependen estrechamente de sus madres para los procesos de alimentacion y evacuacién de las
heces (Pacha, 2000); mientras que las especies precociales como bovinos, ovejas, cobayos
presentan al nacimiento un avanzado desarrollo de las estructuras intestinales (De la Torre, 2006,

Guilloteau et al., 2009).

El intestino se origina de las tres hojas embrionarias, el endodermo que forma el epitelio
intestinal; la hoja visceral del mesodermo lateral forma la ldmina propia, submucosa, muscular
de la mucosa, capa muscular propia y serosa; mientras que el ectodermo forma el tapiz epitelial
del proctodeum (parte final del canal anal) y del stomadeum (boca y glindulas salivales) y, a
partir de la cresta neural, el sistema nervioso entérico y componentes conectivos del stomodeum
(Le Douarin y Theillet, 1973; Bates et al., 2006; Flores, 2015; Deglincerti et al., 2016; Forbester
et al., 2019).
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Al final de la gastrulacién, el plegamiento del embrion (lateral, cefélico y caudal)
comprime al saco vitelino e integran su pared dorsal al celoma intraembrionario fusiondndose en
la linea media del embrién formando el intestino, conformado por una pared de células
endodermales rodeadas de mesénquima y serosa (Winkler y Wille, 1998; Lewis y Tam, 2006;
Spence et al., 2011). En esta etapa el endodermo es fenotipicamente homogéneo, pero luego se

producen movimientos morfogenéticos en zonas craneal y caudal (Grand et al., 1976).

El intestino primitivo estd dividido en intestino craneal (intestino anterior portal) y caudal
(caudal intestinal portal), para luego desarrollar la zona media o intestino medio. El intestino
craneal se continda con la cavidad bucal primitiva la cual deriva del estomadeum y tiene una
porcién ectodérmica y una endodérmica. La parte mds craneal es el intestino craneal faringeo del
que se originan las bolsas faringeas, el resto del intestino craneal origina el eséfago, el estbmago
(zona donde ocurre una dilatacién) y la primera porcién del duodeno. El intestino medio origina
al resto del intestino delgado hasta el dltimo tercio del colon transverso, es el lugar donde se
originan las asas intestinales. La porcidn restante del intestino grueso deriva del intestino caudal,
hasta la dltima porcién del canal anal, el cual deriva del proctodeum que también tiene porcién

ectodérmica y endodérmica (Grand et al., 1976).

El desarrollo del intestino anterior y posterior estad regulado por la expresion en el
endodermo de los factores de transcripcion Sox2 y Cdx2 respectivamente (Gao et al., 2009;
Sherwood et al., 2011); el Cdx2 es considerado un regulador master de la identidad intestinal, su
delecion en el epitelio resulta en la pérdida completa de la estructura intestinal (Grainger et al.,
2010). La sefializacion de Wnt es critica para el desarrollo del intestino medio y posterior y juega
un rol importante en la induccién de la expresion del gen de Cdx2 en el endodermo intestinal
(Sherwood et al., 2011; Spence et al., 2011; Ren et al., 2015). La via de senalizaciéon de Wnt
activa a los factores de transcripcién High Mobility Group (HGM)-box que pertenecen a la
subfamilia del Factor de células T (Tcf)/Factor Mejorador Linfoide (LEF) y media diversas
funciones del desarrollo, incluyendo la diferenciacién del endodermo y del intestino (Lee et al.,

1999).

Todo este proceso de formacion de las porciones intestinales ocurre en el primer tercio
de gestacion y es seguido de un proceso de elongacidn de cada porcidn intestinal, durante el cual
se dan los procesos de proliferacidn, diferenciacién y maduracion de cada capa del intestino, estos
procesos contindan a lo largo toda la gestacion (Trier y Moxey, 1979). Durante la morfogénesis,

la hoja visceral del mesodermo lateral rodea al endodermo. Méas adelante en el desarrollo
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intestinal, las células derivadas de la cresta neural migran y colonizan el intestino formando el

sistema nervioso intestinal (Le Douarin y Theillet, 1973).

Durante el desarrollo intestinal, los principales cambios histolégicos se dan en la mucosa
y el momento en que ocurren estos cambios depende de la especie. La formacién de las
vellosidades y la remodelacion del epitelio se dirigen de craneal a caudal, las regiones craneales
de cada porcién intestinal se diferencian y maduran antes que las regiones caudales. Dekaney et
al., (1997), encontraron similitud en los tiempos relativos a la gestacion y los procesos de

desarrollo y diferenciacion celular del epitelio intestinal entre fetos de cerdos y humanos.

La morfogénesis es controlada por una secuencia precisa de activacién de genes
(Montgomery et al., 1999) y va acompaiiada de proliferacion celular. Este proceso se despliega a
partir de un programa genético endégeno, pero regulado por multiples sefiales ambientales que
contribuyen a la regulacién de la expresion génica y a la homeostasis intestinal (Potten, 1991).
Estos procesos de morfogénesis y proliferacion celular estan regulados por diversos factores, tales
como: hormonas, péptidos reguladores y factores de crecimiento tales como el factor de
crecimiento similar a insulina 1 (IGF-I), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento transformante o (TGF-a), proteinas morfogénicas 6seas (BMP), proteinas Hedgehog

(Hh ), Wnt, Notch, entre otros (Scoville ef al., 2008).

La sefalizacion de las proteinas Hh juega un rol critico en la regulacion de las
interacciones epitelio-mesénquima durante la morfogénesis del intestino embrionario, el bloqueo
de la sefializacién de Hh resulta en un incremento de la proliferacion de células de la cripta y la
alteracion de la morfologia y de la capacidad de absorcién de grasas del enterocito (Tang et al.,
2006). El TGF-p desempefia un papel esencial en el inicio de la formacion intestinal desde las
etapas embrionarias tempranas de formacion del endodermo hasta las fases sucesivas de
diferenciacién del mismo, formacién del tubo intestinal primitivo y especializacién regional del
intestino (Kimelman y Griffin, 2000; Belaguli ez al., 2007). Asi mismo citoquinas angiogénicas
como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) juegan un rol importante en el proceso de vascularizacion durante la etapa de

morfogénesis del tracto intestinal (Tachibana et al., 1998; Stratman et al., 2011).

Al inicio de la morfogénesis durante el desarrollo embrionario, se observa un epitelio
compuesto por una sola capa de células endodermales que tienen forma ctibica (conejos a los 13
dias de gestacién y en ovinos a los 24 dias). Posteriormente este epitelio se aplana y luego se

estratifica hasta formar 5 a 6 capas celulares (26 dias en ovinos, séptima semana en bovinos)
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(Toofanian y Targowski, 1982; Winkler y Wille, 1998) convirtiéndose en un epitelio estratificado
indiferenciado, formado por células con nicleos grandes, pocas mitocondrias, organelas
intracelulares y con componentes membranosos, para luego ser sustituidas por células con niicleos
mds pequeflos que tienen estructuras citoplasmaticas mds numerosas y microvellosidades, que se
desarrollan en la membrana apical de las células mas superficiales (Karlsson, 1972). La zona basal
de estas células indiferenciadas reposa sobre un tejido mesenquimal formado por células
productoras de heparin sulfato, coldgeno tipo IV y laminina (Beaulieu et al, 1991), que en

estadios posteriores se diferenciara para formar la ldmina propia y la submucosa.

Entre las células con las que interactia el epitelio se encuentran los linfocitos
intraepiteliales, los fibroblastos pericriptales, también llamados miofibroblastos, los mastocitos,
las células endoteliales de los vasos sanguineos y las neuronas entéricas (Powell et al., 1999a;
Leedham et al., 2005; Vidrich et al., 2006). Los miofibroblastos constituyen un sincitio celular
funcional que se encuentra en estrecha aposicién a las células epiteliales. Los miofibroblastos
secretan diversos factores de crecimiento que regulan la proliferaciéon y diferenciacion del
epitelio; intervienen en la modulaciéon de la motilidad intestinal; protegen frente a agentes

injuriantes e intervienen en procesos inflamatorios (Powell et al., 1999a; Powell et al., 1999b).

En la etapa fetal, todos estos procesos se superponen entre si; la formacién de las crestas
epiteliales o prevellosidades y la posterior formacién de vellosidades se da por la interaccién
epitelio mesénquima (de Santa Barbara ef al., 2003). El pliegue del endodermo embrionario, se
observa hacia el dia 17 en conejos, 30 en bovinos y 33 en ovinos, luego de lo cual sigue
desarrollandose y se observan las primeras vellosidades rudimentarias hacia el dia 20 en conejos,
39 dias en ovinos (Toofanian 1976a; Toofanian y Targowski, 1982) y entre los dias 60 a 90 en
bovinos (Asari et al., 1987).

La transicion de epitelio estratificado a columnar simple es seguida por la evaginacion de
este epitelio, acompafiada de mesénquima, que origina las vellosidades. En ese momento se puede
observar una Unica hilera de células columnares en el dpice de las vellosidades, y figuras mitdticas
abundantes en el drea intervellosidad y escasas en la base de la vellosidad (Dekaney et al., 1997,
Pacha 2000). Este proceso de formacién de vellosidades verdaderas ocurre en ratas entre los 18 a
19 dias de gestacién (Quaroni, 1985a), en conejos hacia el dia 24 (Toofanian y Targowski, 1982),
en cobayos a partir del dia 40 (Bayley et al., 1984), en ovinos entre 46 y 50 dias (Toofanian 1976a;

Trahair y Robinson, 1986), en bovinos a los 110 dias (Toofanian 1976b), en humanos entre la
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novena y la décima semana (Trier y Moxey, 1979) y en cerdos entre las 10 y las 14 semanas de

gestacion (Karlsson, 1972).

Acompafiando a estos procesos de morfogénesis y proliferacién celular ocurren los
procesos de diferenciacién celular, que se sobreponen, en cierta medida, al periodo de
morfogénesis y proliferacién, no siendo excluyentes entre si y que continian en el periodo
postnatal, durante un periodo que varia entre especies altriciales y precociales (de Santa Barbara
et al., 2003). La diferenciacién celular se define como un proceso cualitativo, en el cual ocurren
cambios morfolégicos, bioquimicos y funcionales. Se producen modificaciones en la expresién
génica y, consecuentemente, cambios en la actividad enzimdtica y en la composicidn proteica,
observandose que un mismo tipo celular puede presentar diversas etapas de diferenciacion a lo
largo de su ciclo de vida (Potten y Loeffler, 1990). El proceso de diferenciacion celular del epitelio
intestinal le otorga a este drgano una gran plasticidad, que le permite que en diversas situaciones
en la etapa postnatal, se accionen mecanismos de adaptacién que incluyen cambios morfolégicos

y fisiol6gicos (Biol-N’ Garagba y Louisot, 2003).

La expresion de genes involucrados en la diferenciacion y enteroplasticidad es estimulada
por factores nutricionales de la madre (balance de carbohidratos, lipidos y proteinas de la dieta),
distintas hormonas y factores de crecimiento como glucocorticoides, hormonas tiroideas,
hormona de crecimiento, péptidos similar al glucagén tipo 1 y 2 (GLP-1 y 2), factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1), factor de crecimiento de queratinocito (KGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), poliaminas (Drozdowski y Thomson, 2006a,b, Drozdowski
y Thomson, 2009), factor de crecimiento transformante-f (TGF) que desempeina un papel esencial
en el inicio de la formacidn intestinal, desde etapas embrionarias tempranas de formacién del
endodermo hasta las etapas sucesivas de diferenciacion del mismo, formacién del tubo intestinal
primitivo y la especializacién regional del intestino (Kimelman y Griffin, 2000; Belaguli et al.,

2007).

El proceso de diferenciacion celular se inicia en el primer tercio de gestacion, las células
tipo caliciformes y enteroendocrinas se observan en cerdos hacia los 40 dias de gestacién
(Dekaney et al., 1997) y en bovinos a partir de los 110 dias (Asari et al., 1987; Wille y Winkler,
1999). Estas células que han iniciado su proceso de diferenciacion estdn limitadas a la mucosa
proximal y se les conoce como células primitivas y precursoras; tienen un citoplasma pélido con

gran nudcleo, abundantes ribosomas libres, pequefio reticulo endopldsmico, numerosas
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mitocondrias pequefias y grdnulos de secrecion; no teniendo un rol conocido en el epitelio

intestinal.

Las primeras células enteroendocrinas que aparecen son las productoras de serotonina o
5-hidroxitriptamina (5-HT), llamadas enterocromafines, que estdn relacionadas con los primeros
movimientos gastrointestinales, que comienzan en el primer tercio de gestaciéon. La 5-HT es un
inductor quimico de la motilidad muscular durante el desarrollo intestinal (Totzauer, 1991).
Conforme se van formando las vellosidades, el epitelio se estratifica, y a partir del segundo
trimestre se comienzan a observar células de tipo absortivo, estas células se ubican principalmente

en la parte superior de la vellosidad y aparecen primero en la zona craneal (Skrzypek at al., 2007).

Durante este proceso de diferenciacidn se observan cambios morfoldgicos, acompafiados
de la aparicidon de enzimas tipicas del borde de cepillo (fosfatasa alcalina, lactasa, maltasa), que
son consideradas marcadores de células absortivas en las vellosidades intestinales del recién
nacido y del adulto (Quaroni, 1985a). Hodin et al., (1996) sugieren que el retiro del ciclo celular
es un prerrequisito en el proceso de diferenciacion del enterocito. El epitelio del yeyuno e ileon
experimenta una degeneracion por vacuolizacién de las células epiteliales de la vellosidad, la
actividad de la fosfatasa 4cida de estas vacuolas demuestra su cardcter lisosomico (Wille y

Winkler, 1998).

Las CCAL indiferenciadas que se ubican en la base de las criptas muestran una gran
cantidad de organelas, indicativo de su importancia y funcién desde muy temprana edad durante
el desarrollo. Durante la maduracién de las CCAL, los granulos secretores se fusionan para formar
cuerpos mucosos mds grandes en la teca, mediante la fusién de las membranas; siendo el producto

final secretado como una masa mucosa homogénea desprovista de membranas (Wille, 1990).

La formacién de las criptas de Lieberkiin se da por penetracion de las células epiteliales
hacia el mesénquima subyacente. Inicialmente las criptas contienen células de genotipo variado
(policlonales); en contraste, las criptas de individuos adultos estin compuestas por células de un

genotipo derivado de un tnico progenitor (Schmidt ez al., 1985; Schmidt et al., 1988).

Las criptas de Lieberkiihn se consideran los “nichos” que alojan y permiten la replicacién
y diferenciacion de las células madre hacia los diferentes tipos celulares. El funcionamiento y
mantenimiento de este nicho depende de multiples interacciones entre componentes del propio

epitelio intestinal y de éste con el tejido conectivo subyacente. Las criptas se puede observar en
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conejos al dia 28 y en ovinos al dia 56 de gestacion (Toofanian 1976a; Toofanian y Targowski,

1982).

Una vez formada la cripta, el proceso de diferenciacién celular del epitelio intestinal se
inicia a partir de las células madre que se ubican en la cripta. Para el mantenimiento de la cripta
en su estado indiferenciado, proliferativo y ademads para la migracion celular de todas las células
absortivas y secretoras es necesario la activacion de diferentes vias de transduccion de sefiales,
siendo muchos los factores implicados en este proceso, tales como los factores de transcripcion
Fkh6, Cdx e inductores como Wnt, las proteinas Hh, Notch y distintos factores de crecimiento
(Gilbert y Barressi, 2016). Por otra parte, el fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3-quinasa) y las vias
de senalizaciéon AKT son reguladores de diversos procesos como el metabolismo, la proliferacion,

el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia (White y Kahn, 1994).

La proliferacion de la cripta depende de vias de sefalizacion como Wnt y sus cofactores
como R spondin (RSPO) (Kim et al., 2005), mientras que la diferenciacién de las células de las
vellosidades requiere de la sefializacién de BMP (Kosinski et al., 2007; Chen et al., 2019). En
ratones se ha demostrado que la expresion del inhibidor de BMP (BMPi) induce la proliferacién
de células madre ectdpicas ubicadas en diferentes puntos de la cripta y a lo largo de la vellosidad
(Davis et al., 2015). Este resultado indica que el BMPi promueve la actividad de las células madre
dentro de la cripta (Qi et al., 2017), por lo que se puede afirmar que las células de la unién cripta
vellosidad estdn en contacto con sefiales que inhiben la mitosis y desencadenan la diferenciacién
terminal. El mesénquima subepitelial es la principal fuente de sefiales determinantes (Farin et al.,
2012; Kabiri et al., 2014), el estroma peri criptal crea un medio rico en Wnt, factor de crecimiento

epidermal, Notch y pobre en BMP (Clevers, 2013; Roulis y Flavell, 2016; Sailaja et al., 2016).

El desarrollo del intestino grueso es similar al del intestino delgado, pero el gradiente de
desarrollo va de recto a ciego o de caudal a craneal y tiene un retraso de 2 a 3 semanas en
comparacion al intestino delgado. Se forman vellosidades rudimentarias, las cuales en bovinos se
observan hacia los 3 meses de edad en recto y hacia los 5 meses en colon. Estas vellosidades
desaparecen hacia el final de la gestacion y es un punto critico en la maduracién del epitelio; en
el caso del bovino esto se da hacia la semana 28 y en humanos en la semana 30 (Asari et al., 1986;
Gordon y Hermiston, 1994; Montgomery et al., 1999); este proceso propio de los mamiferos;
mientras que en el resto de los vertebrados como en teledsteos (Plaul er al., 2016) y aves (Zanuzzi

y Barbeito, 2014) permanecen durante toda la vida.
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En el caso del bovino, el epitelio del ciego continua su maduracién en la etapa postnatal
(Asari et al., 1986). El proceso de destruccién de las vellosidades es similar al que ocurre en
yeyuno e ileon por accién de la fosfatasa dcida (Wille y Winkler, 1998). La diferenciacién del
epitelio ocurre en el mismo sentido, observandose células caliciformes y células absortivas en
criptas intestinales, asi como células vacuoladas en las vellosidades; mientras que hacia los 8§ a 9
meses, las vellosidades han desaparecido del colon y recto, las células epiteliales no contienen

vacuolas y las células absortivas y caliciformes emergen de las criptas (Asari et al., 1987).

La submucosa sigue su propio ritmo de diferenciacion a partir de tejido mesenquimal que
se inicia en el primer tercio de gestacion. Las células mesenquimales que expresan el receptor alfa
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa) generan ademds gradientes de
sefializacién de BMP que mantienen el control de las células madre intestinales, participando en
los procesos de renovacion del epitelio. Recientemente se han dividido a las células fibroblasticas
que rodean criptas y vellosidades en telocitos y trofocitos. Los telocitos son el tipo méds abundante
en la zona de la base de la vellosidad, producen el mayor gradiente de sefializacién de BMP;
mientras que las células PDGFRA+ CD81+ (trofocitos) que se ubican en la base de la cripta

secretan el antagonista de BMP, Gremlinl (McCarthy et al., 2020)

En la ldmina propia y la submucosa se ubican células del tejido linfoide, que daran origen
a todo el sistema inmune del sistema digestivo. Aparecen en el segundo tercio de gestacion, con
la formacién de agregados linfocitarios que serdn las placas de Peyer. En el caso de cerdos los
agregados linfoides se observan desde los 50 dias de gestaciéon (Chapman et al., 1974) y en
bovinos las primeras placas de Peyer primordiales ileales fueron observadas en fetos de 164 dias
de gestacion, hacia los 227 dias hay placas de Peyer tipicas formadas y hacia los 271 el desarrollo
de los foliculos linfoides se completd (Doughri et al., 1972; Beyaz y Asti, 2004). En cerdos estos
procesos se dan durante los ultimos 10 dias de gestacién y la divisién cortico-medular se hace
evidente después del nacimiento (Chapman et al., 1974); mientras que en ovinos la formacién de
las placas de Peyer se observa a partir del dia 60 de gestacién (Aleksandersen et al., 1991). En
ratas la formacidn de las placas de Peyer se inicia en edades muy tempranas, el primer paso es la
expresion de molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM1) y molécula de adhesion celular
intercelular endotelial (ICAM) que estan relacionados con una cascada de reacciones que se
inician con la expresion del receptor de interleucina 7 (IL-7R), CD4 o Ia y finalmente con la
aparicién de células CD3 o B220 positivas (Adachi et al., 1997), siendo estas placas de Peyer

funcionalmente maduras antes del nacimiento (Beyaz y Asti, 2004).
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Las células del epitelio asociado a los foliculos (FAE) son cuboidales y se pueden
observar en fetos de bovinos desde los 164 dias, este epitelio se convierte en columnar hacia los
271 dias. En etapas tempranas la superficie apical del FAE es mds corta y con pliegues, conforme
avanza la edad gestacional hay un incremento del nimero de linfocitos intraepiteliales, que le
otorgan una apariencia heterogénea. En el caso de los bovinos ya existen placas de Peyer y FAE

maduro antes del nacimiento (Beyaz y Asti, 2004).

Después de la diferenciacién celular, y mientras migran a través de la vellosidad, las
células adquieren su capacidad funcional, este proceso se conoce como maduracién celular e
implica modificaciones de tipo cuantitativo que conducen a una competencia funcional. El
proceso de maduracion requiere de tiempo para la sintesis de las proteinas que son necesarias para
la produccién de las estructuras que intervienen en las funciones generales y especificas de la
célula (Potten y Loeffler, 1990). La maduracién del epitelio intestinal tiene que ver con la
obtencién de las caracteristicas de células maduras para cumplir con sus funciones secretoras,
absortivas o sensitivas. Esta maduracion celular se da entre el final de la gestacién y la etapa
postnatal dependiendo de la especie; en el caso de la rata, que es una especie precocial, se
observan enterocitos maduros recién entre los 5 y los 15 dias post nacimiento (Trier y Moxey,

1979).

La aparicién prenatal de transportadores apicales de aminoacidos y aziicares proporciona
un mecanismo para la absorcion de nutrientes diluidos en el liquido amnidtico, los cuales son
criticos para el crecimiento normal y la maduracién del intestino del feto (Buddington et al.,
2001). La importancia de la ingestién fetal fue comprobada por Trahair et al, (1993) quienes
demostraron que al obstruirse una porcion del intestino se observa un retraso en la aparicion de la
red endocitica apical, interrupcion o ausencia de microvellosidades, acumulacion de glucégeno y

alteracion en la estructura de la membrana celular.

La diversidad celular presente en el epitelio intestinal permite que este 6rgano sea un
modelo para estudiar la cinética celular. Dicha diversidad es consecuencia del desarrollo continuo
y sucesivo de los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Leblond, 1981,
Potten y Loeffler, 1990). Sus alteraciones pueden afectar la capacidad de respuesta del intestino
frente a retos fisioldgicos o patoldgicos que se presenten en el individuo posteriormente
(Drozdowski et al., 2010); por ejemplo, los cambios producidos durante el desarrollo de las
vellosidades y la diferenciacién de los enterocitos determinaran la capacidad digestiva y absortiva

del intestino delgado (Tivey y Smith, 1989).
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2.4.2 Etapa postnatal

El TGI se desarrolla intensamente en la etapa perinatal, la mayoria de los elementos
estructurales se forman en la etapa prenatal, y completan su desarrollo en la etapa postnatal. El
nacimiento es un periodo de adaptacion del tracto digestivo a sus funciones y al mantenimiento
de la integridad de la barrera intestinal (Guilloteau et al., 1998; Renz et al., 2012; Berker, 2014),
necesario para adecuarse a la transicion desde una alimentacién fetal hacia una dieta rica en
carbohidratos, proteinas y grasas (Murakami et al., 1992; Sklan, 2000; Drozdowski et al., 2010).
Por ejemplo, el transporte de sodio y de glucosa el cual es limitado al momento del nacimiento y

se incrementa en los primeros dias de vida (Murakami et al., 1992; Sklan, 2000).

Estudios realizados en lechones (Zabielski et al., 2007), ratas (Buts y DeMeyer, 1981) y
aves de corral (Lilja et al., 1985), demuestran que en la primera etapa post nacimiento, los 6rganos
del aparato digestivo son los de mayor crecimiento, especialmente el intestino delgado. En el caso
de los animales con estémagos policavitarios, incluyendo alpacas, el mayor desarrollo en esta
etapa es en los estdmagos e intestino delgado (Xu et al., 1992a, b; Paredes, 2010). El peso total
del intestino, el peso de la mucosa, longitud y la superficie del intestino aumentan
significativamente durante las primeras horas de vida; esto se asocia, principalmente, con el
aumento de la concentracién de proteinas en el epitelio intestinal, relacionada con la retencién
transitoria de las moléculas de calostro, la mayor sintesis proteica, y la maduracién intestinal

(Martin et al., 2010).

En ratas se ha demostrado que a los 15 dias después del nacimiento, el intestino delgado
muestra un notable aumento de peso relativo, una mayor profundidad de las criptas intestinales,
una elevacién del indice mitético y una disminucién en la relaciéon entre la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas, mientras que en corderos estos cambios se producen

en los primeros 70 dias de vida (Shirazi-Beechey, 1991).

En el desarrollo del intestino postnatal hay dos momentos importantes: el nacimiento, que
trae consigo el contacto con el alimento y la microbiota externa (McGhee y Fujihashi, 2012;
Torow et al., 2017) y el destete, en el cual el cambio de la dieta es acompafiado por modificaciones
en las funciones digestivas y de transporte, adquiriendo el intestino las caracteristicas del érgano
adulto (De la Torre, 2006). En el caso de animales policavitarios, existe un tercer momento, que
es el mantenimiento de una etapa de pre-rumiante durante un periodo largo que puede variar de 3

a 5 meses a mas, el cual finaliza con el destete (Guilloteau et al., 2009).
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Se observan cambios morfométricos, morfoldgicos, cambios en el pH de la mucosa
intestinal, cambios en el patrén secretor de las células, lo cual estimula via sensoriales
produciendo cambios en la motilidad interdigestiva (Buendia et al., 2004; Clevers y Bevins, 2013)
que varian segin la especie. Hay una aceleracion en el proceso de recambio celular, con
incremento en el nimero y tamafio de las criptas y vellosidades, aumento en la densidad de los
enterocitos en el eje cripta-vellosidad, incremento de la proporcién de enterocitos funcionales
(con un mayor nimero de microvellosidades, para lograr una capacidad absortiva adecuada) (Uni
et al., 1998; Vigueras et al., 1999). Asi mismo, tanto en la mucosa como en la submucosa, se
observa la organizacion de agregados linfoides y placas de Peyer, y el incremento de linfocitos,
células plasmaticas, macréfagos, neutréfilos, eosindfilos y mastocitos, necesarias para la

interaccién microbiota-epitelio intestinal (Sherman, 2010; Roca et al., 2014).

Experimentos en diferentes especies animales han demostrado que la falta de exposicién
del intestino a la microbiota produce cambios en el desarrollo de la mucosa, alteracion de la
maduracién del sistema inmune asociado a mucosas (Round y Mazmanian, 2009; Stefka et al.,
2014), alteracidén del sistema metabdlico celular (Cho et al., 2012), disminucién del recambio
celular y de la formacién de vellosidades (Abrams et al., 1963), alteracion en el patrén de
glicosilacién del epitelio (Bry et al., 1996; Goto et al., 2014) e incremento en la permeabilidad de
la barrera epitelial intestinal (Tulstrup et al., 2015); asi también, el ayuno prolongado en los
primeros dias de vida provoca una disminucién del crecimiento de las vellosidades que puede
llevar a una atrofia de vellosidades, que incrementa la susceptibilidad del animal a presentar

enfermedades entéricas (Pluske et al., 1996a,b; Noy y Sklan, 1998a,b).

En cobayos, en la etapa perinatal se observa como tnico medio de transporte en el
enterocito la difusion pasiva de acido taurocdlico, importante en el metabolismo del enterocito y
recién hacia los 5 dias de vida aparece un transporte activo, que contribuyen al desarrollo de la
circulacion enterohepdtica. Los 4cidos orgdnicos, como el férmico, propidnico y butirico
incrementan el ndmero de células caliciformes, tanto en intestino delgado como en grueso
(Mariadason et al., 2003). La proliferacion celular puede ser inhibida por sustancias especificas
locales, tales como TGF-f, o por la carencia de sustratos de energia esencial como butirato en el
colon y glutamina en el intestino delgado (Gibson et al., 1996, Bogunovic et al., 2007). El rol del
TGF-B es mediar la salida de las células de la cripta hacia la vellosidad (Belaguli et al., 2007),
funcién que se ve apoyada por la proteina tirosina kinasa 6 (PTK6, Brk o Sik) que regula
negativamente al Akt en el intestino delgado y se asocia con la salida de las células del ciclo

célular y la diferenciacién de éstas en enterocitos normales (Haegebarth et al., 2006).

28



El epitelio intestinal es muy dindmico y tiene una alta tasa de renovacién celular (Barker
et al., 2007, Barker et al., 2014; Gehart y Clevers, 2019); diariamente mds de 300 millones de
células son generadas para compensar la tasa de muerte celular en la vellosidad (Bjerknes y
Cheng, 2005; Ireland et al., 2005). El indice de recambio celular en el eje cripta vellosidad es de
72 horas en duodeno con un tiempo de vida total celular de 96 horas, que se alarga con el avance
de la edad (Iji et al., 2001). Los diferentes tipos celulares provienen de las células madre, que
tienen una posicion fija en la zona media baja de la cripta. La diferenciacién y maduracion de las
células epiteliales, se da durante la migraciéon de éstas desde la cripta hacia la punta de la
vellosidad (Wright et al., 1973; Bjerknes y Cheng, 2005). Al llegar a la punta de la vellosidad, las
células entran en apoptosis y se desprenden pasando al lumen intestinal donde son degradadas
(Shyer et al., 2013). En el intestino grueso estos procesos de proliferacién, diferenciacion y
maduracién son similares al intestino delgado con la diferencia que se realizan en un tiempo més
prolongado y que las células madre estdn en la base de la cripta (Potten y Loeffler, 1990; Mustata

et al, 2013; Fordhan et al., 2013).

Son muchos los factores involucrados en esta etapa postnatal temprana, tales como
cambios hormonales (hormona de crecimiento, cortisol e insulina), pre-programacién genética
del epitelio intestinal, el efecto de factores de crecimiento como FGFs, factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), IGF1, IGF2, que son de produccién local o son ingeridos en el
calostro, factores luminales como la secrecién biliar y pancredticas, interaccion del epitelio con
la microbiota, efectos mediados por el sistema inmune y el sistema nervioso entérico, y cambios

en el régimen alimenticio (Klein y McKenzie, 1983a, 1983b; Cummins y Thompson, 2002).

2.5 TIPOS CELULARES QUE FORMAN EL EPITELIO INTESTINAL

El epitelio intestinal se diferencia a partir de las células madre en cinco tipos de células
epiteliales: enterocitos, células caliciformes (CCAL), células enteroendocrinas (CEE), células
sensoriales y células de Paneth (CP), las cuales cumplen roles importantes en el mantenimiento y
la homeostasis de la barrera intestinal (Cheng y Leblond, 1974; Potten y Loeffler, 1990; Ouellette
et al., 2000).

2.5.1 Células blasticas pluripotenciales o células madre:

Las células blasticas o células madre son células primitivas rodeadas de un “nicho”
mesenquimal especializado (Brittan y Wright, 2004). Ocupan el tercio inferior de las criptas y son
imprescindibles en el epitelio, porque son las encargadas de la renovacién de las células que se

pierden en la vellosidad intestinal; estas células se encuentran en un estado de divisién permanente
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y son necesarias para los procesos de renovacion, reparacién y homeostasis del epitelio intestinal
(Donati y Watt, 2015; Takahashi y Shiraishi, 2020); se encuentran entre 4 a 6 células por cripta

de un total de 250 a 300 células aproximadamente que forman la cripta (Freeman, 2008).

En el intestino delgado, se ubican formando un anillo por encima de las CP, que se
localizan en la base de la cripta, esto determina la migracion de las células indiferenciadas y
células maduras a través del eje cripta vellosidad (Bach er al, 2000). Las células que se
diferencian hacia CCAL, CEE, sensitivas y absortivas migran hacia la vellosidad, mientras que
las CP migran hacia la base de la cripta (Potten y Loeffler, 1990; Stappenbeck et al., 1998;
Scoville et al., 2008).

Las células madre intestinales presentan ciertas caracteristicas, tales como
indiferenciacidn, ilimitado potencial para proliferar y autorenovacion, lo cual se define como la
capacidad que tienen las células madre intestinales de conservarse como linaje celular y de
generar los otros tipos celulares (Potten, 1998; Potten, 2000; Leedham et al., 2005; Takahashi y
Shiraishi, 2020). Estas células pueden realizar dos tipos principales de proliferaciéon, mediante
divisiones simétricas en las que se generan 2 células hijas idénticas a su progenitora y divisiones
asimétricas, en las que una de las células hijas se diferencia hacia un tipo celular diferente al de
su madre y continua con un proceso de diferenciacién hacia un linaje celular maduro (Loeffler et

al., 1993; Batlle et al., 2002).

Las células hijas se llaman células en trdnsito, estas células se replican rdpidamente y
realizan entre 4 y 6 divisiones dentro del compartimiento proliferativo en la region media de las
criptas (Barker, 2014). Estas células en trdnsito no pueden ser consideradas como células madre
debido a que no conservan todas sus propiedades; tienen potencial para proliferar, pero no para
automantenerse, debido a que se dividen simétricamente para originar dos células diferenciadas.
No obstante, algunas células en transito de las generaciones mas tempranas podrian conservar
cierto potencial para automantenerse si las células madre fueran dafiadas; surge asi, el concepto
de célula madre potencial. Esta potencialidad declina progresivamente a medida que se
incrementa la diferenciacidn, segin asciendan o desciendan por el epitelio intestinal. La tinica
caracteristica compartida entre las células madre y las células en transito es su capacidad para

dividirse (Potten y Loeffler, 1990).

A partir de la divisién de una célula madre, por la presencia de varias generaciones de
células en transito amplificadoras, se producen entre 60 a 120 células, son necesarios mecanismos

de regulacién para mantener su poblacion de forma estable. En el intestino delgado, la regulacién
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de estas células se da por apoptosis, que se encarga de remover las células madre viejas o dafiadas,
que podrian provocar replicaciones inadecuadas o proliferaciones excesivamente rdpidas (Martin

et al.,, 1998; Gonzalez et al., 2005, Koren et al., 2018).

Las células madre intestinales comprenden distintas subpoblaciones funcionales, las
células Lgr5+, que son células que expresan la proteina LRG y se ubican en relacién estrecha con
las CP (Barker, 2014; Takahashi, 2019), y las células Bmil que se ubican en posicion +4 de la
cripta. Las células Bmil+ son insensibles a Wnt, lo que hace que no tengan una participacién en
los procesos de diferenciacidn celular (Tian et al., 2011) a diferencia de las células Lgr5+ que son
células madre multipotentes con largo ciclo de vida y con una progenie que se diferencia en todos
los tipos celulares del epitelio intestinal (Wang et al., 1991, Woodward et al., 2010; Yin et al.,
2014).

Adicionalmente a estos tipos celulares se encuentran poblaciones celulares que expresan
Hopx (Takeda et al., 2011; Li et al., 2014; Li et al., 2016a), Tert (Richmond et al., 2015) y otros
genes. Estas células, Bmil+, Hopx y Tert, tienen una mayor resistencia a la radiacién y al dafio
celular que las Lgr5+, constituyendo una fuente de reserva de células madre en casos de dafio

profundo de la cripta (Yousefi ef al., 2017; Asfaha et al., 2015).

En el proceso de proliferacion y diferenciacion de las células madre en los diversos linajes
celulares intervienen mecanismos complejos e implican la interaccién de multiples vias de
desarrollo que incluyen Notch, Wnt/catenina, BMPs y fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3-
quinasa)/via AKT (Scoville et al., 2008). La via de sefializacién de Wnt, es considerada como la
principal para establecer el destino de las células madre y estd involucrada en el desarrollo del
intestino tanto en la etapa fetal como en la etapa adulta, asi como en procesos regenerativos
después de una lesion en el epitelio (Crosnier et al.,, 2006; Karin y Clevers, 2016; Han et al.,

2017).

Whnt participa en la proliferacion de las criptas intestinales y juega un rol importante en
la expresion de numerosos marcadores de las células madre, especialmente en las células LgrS+
(de Lau et al., 2011); pero también media el proceso de diferenciacion de las lineas secretoras
especialmente de las CP a través de la expresion de la via Math-1 o por interaccién con la via
Notch (Andreu et al., 2005; van Es et al., 2005; Crosnier et al., 2006; Van der Flier y Clevers,
2009). La inhibicién de Wnt por sobreexpresion de dickkopf 1 produce la pérdida de todas las

células de tipo secretor (Pinto et al., 2003).
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La via de Wnt estd controlada por ligandos (Sato et al., 2011), receptores, factores
inhibidores y estimuladores (Driehuis y Clevers, 2017). Tiene dos receptores transmembrana, el
receptor de la familia Frizzled y el receptor de la lipoproteina de baja densidad 5 y 6 (LRP5/6)
(Kazanskaya et al., 2004). Los ligandos Wnt3, 6, y 9b, son secretados principalmente por las
células epiteliales incluyendo las CP (Porter et al., 2002), mientras que Wnt2b, 4, y 5b son
secretados por células mesenquimales del intestino, lo que confirma la interaccion existente entre
las CP y el mesénquima con las células madre para el mantenimiento del nicho celular y la

homeostasis de la cripta (Gregorieff et al., 2005; Farin et al., 2012; Duran et al., 2012).

La via de sefializacién Wnt induce cambios conformacionales y dimerizaciéon de su
receptor, frizzed, esto genera el bloqueo de la activacién de vias de degradacion proteosomal de
la B-catetina. Este aumento de los niveles de B-catenina no unida a la membrana celular resulta
en la translocacién dentro del nicleo que conduce a la activacién del complejo proteico
denominado f-catetina/TCF, que se une al ADN para permitir la transcripcion de los genes de

respuesta a Wnt (Clevers y Nusse, 2012; Ochoa-Herndndez et al., 2012; Clevers y Nusse, 2017).

Muchas micotoxinas y productos quimicos presentes en el alimento dafian a las células
madre (Lee et al., 2019) mediante la disminucién de la regulacién de las vias de sefializacién de
Wnt/B catenina lo cual produce dafios en el epitelio intestinal y la destruccion de la arquitectura
epitelial y de la barrera intestinal (Zhou et al., 2019a), que se regenera cuando la via de
sefializacion es reactivada (Li et al., 2019; Zhou et al., 2019b). Estos mecanismos pueden ser
estimulados por nutrientes en la dieta (Marreiro ef al., 2017) mediante modulacién de diversos
procesos bioldgicos (Walker, 2009; Maret, 2013); tal es el caso del zinc aspartato que incrementa
la activacion de la via de sefializacion Wnt/B catenina e incrementa la proliferacién y

diferenciacion de las células en el epitelio intestinal (Zhou et al., 2020).

El gen de factor de transcripcién Ascl2 esta restringido a las células Lgr5+ (van der Flier
et al., 2009) y su delecion esté relacionada con la pérdida de la homeostasis de la cripta y la
pérdida de células madre (Schuijers et al., 2015). La diferenciacién de las células madre hacia
células absortivas requiere de la expresion del factor Hesl a través del EIf3 y el receptor tipo II

del TGF B (Tgf-BRII) (Van der Flier y Clevers, 2009).

Para la diferenciacién hacia células secretoras se necesita la expresion de Math-1 en su
primera linea divisoria, (Shroyer et al., 2005; Suzuki et al., 2005; Van der Flier y Clevers, 2009)
que se induce por disminucién o bloqueo de la via Notch (Suzuki et al., 2005, Carulli et al., 2015;

Srinivasan et al., 2016). La via Notch-Delta se activa de forma yuxtacrina, porque tanto receptor
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como ligando se encuentran en la membrana celular de las células indiferenciadas. Su activacién
produce un incremento en la expresion de Hes-1 que regula negativamente la transcripcion del
gen Math1 orientando el patrén de diferenciacion hacia células de linaje absortivo (Yang et al.,
2001). Asi mismo la activacién del factor de transcripcion Atohl en las células madre, estimula
la diferenciacion hacia lineas absortivas como CP, CCAL y CEE (Jenny et al., 2002; Lee et al.,
2002). En el caso de las CEE, la neurogenina 3 (Ngn3) y la expresion del gen Pdx1 juegan un rol
crucial en su proceso de diferenciacién (Yamada et al., 2001; Shroyer et al., 2005; Van der Flier

y Clevers, 2009), que culmina en 15 tipos de CEE.

En el proceso de diferenciacién hacia CP se requiere la transcripcién selectiva de los
genes Gfil y Sox9, requiriendo esta ultima la actividad del complejo B-catetina / TCF (Blache et
al., 2004; Van der Flier y Clevers, 2009). Cabe indicar que la posicién de las CP en la base de la
cripta también depende de la expresiéon de Efrina B3 (EphB3), que es un receptor de membrana
con un dominio tirosina kinasa, altamente expresado en las CP. La expresion de los genes EphB3
estd regulada por sefiales B-catetina nuclear (Batlle et al., 2002). Las CP ademads de secretar Wnt,
interactdan con las células columnares de la base de la cripta, donde mantienen un ambiente libre
de microorganismos que pueden dafiar a las células madre, esto lo hacen mediante la secrecién
de productos antimicrobianos (Porter et al., 2002). Las CP expresan EGF, TGF a y el ligando de
Notch tipo delta 4 (D114) (Sato et al., 2011).

Para el desarrollo de las CCAL son necesarios la expresion de Gfil, el factor tipo kriippel
4 (KIf4) y el factor tipo E47 (E47). Wnt regula la diferenciacién de CCAL por modulacién de los
efectores de Notch tales como Atohl, Hesly Spdef (Bosse et al., 2006; Tsuchiya et al., 2007;
Noabh et al., 2011; Peignon et al., 2011). El factor de crecimiento del keratinocito (KGF) estimula
la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales especialmente de las CCAL, por
incremento de la expresién del péptido Trefoil 2 (TFF2) en el intestino delgado proximal y el
contenido de proteina TFF3 a lo largo de todo el intestino, de manera independiente del consumo
de alimento (Fernandez- Estivariz et al., 2003). El factor trefoil intestinal (ITF) es expresado de
forma selectiva en CCAL intestinales y estimula la secrecion de estas células (Jorgensen et al.,
1982; Iwakiri y Podolsky 2001b); ademas promueven la migracion celular a través de la via del
TGF B (Dignass et al., 1994), y es secretado junto con la mucina con la finalidad de proteger al

epitelio frente a dafios por diferentes agentes (Kindon ef al., 1995),
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2.5.2 Enterocito tipo fetal o enterocito vacuolado fetal (EVF)

Un rasgo caracteristico del intestino inmaduro es la presencia de enterocitos vacuolados
tipo fetal, que se caracterizan por la presencia de una red endocitica por dentro de la membrana
de la zona apical y de un sistema canalicular apical. Los EVF preceden a los enterocitos tipo
adulto en mamiferos, y muestran un alto nivel de semejanzas de aspecto estructural a través de

las especies (Skrzypek et al., 2007; Skrzypek et al., 2018)

La vacuolacién de los enterocitos ocurre en todas las regiones del intestino delgado en
algiin momento del desarrollo (Fan et al., 2001), aunque la frecuencia de presentacién de vacuolas
se incrementa de craneal a caudal (yeyuno a {leon) y desde la base a las puntas de las vellosidades
(Kaup et al., 1996), luego la maduracion de los enterocitos sigue el mismo sentido y para ser
sustituidos por enterocitos que carecen del sistema canalicular apical (Skrzypek et al., 2007,
Skrzypek et al., 2018); este recambio ocurre en los dias posteriores al nacimiento (Asari et al.,
1987; Trahair y Robinson, 1989) se da asi el cierre de la barrera intestinal estimulado por el

consumo de alimento (Baintner, 2002; Barszcz y Skomial, 2011).

Los enterocitos fetales estan preparados para la actividad digestiva desde los primeros
meses de desarrollo, lo que se demuestra por la diferenciacion temprana de este tipo celular. Son
las células encargadas de transportar las proteinas del calostro y la leche del lumen intestinal hacia
la sangre. Participan en la absorcién de macromoléculas calostrales incluyendo imunoglobulinas,
hormonas y péptidos bioactivos necesarios en el desarrollo del epitelio intestinal y del sistema
inmune asociado a la mucosa. El sistema canalicular apical es el que participa en el transporte y
digestion de las moléculas absorbidas (Skrzypek et al., 2018). Estas células contienen glucégeno
en su citoplasma (Winkler y Wille, 1998) que se observa como depdsitos que van disminuyendo
cuando avanza la edad y proporcionan una reserva metabdlica al momento del nacimiento

(Totzauer, 1991).

En estadios tempranos del desarrollo postnatal se pueden observar enterocitos vacuolados
en el yeyuno proximal de caninos y ovinos hasta 3 dias después del nacimiento, mientras que en
el yeyuno distal se observan hasta el dia 14; sin embargo, el recambio en el duodeno es rapido,
observandose solo este tipo celular en las primeras 24 horas post nacimiento (Paulsen et al., 2003;
Skrzypek et al., 2007). En bovinos las células vacuoladas desaparecen después del dia 7 post
nacimiento (Asari et al., 1987) y en lechones de un dia de edad. Los EVF, presentan granulos

infranucleares que contienen altas concentraciones de inmunoglobulina G (Komiives et al., 1993).
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2.5.3 Enterocito

Constituyen la poblacion celular méds abundante del epitelio intestinal; son células
cilindricas que poseen un niicleo esférico-ovoide situado cerca del polo basal de la célula,
presentan numerosas microvellosidades distribuidas de manera ordenada en la zona apical que
con el microscopio 6ptico se visualizan como un borde estriado o chapa estriada (Benjamin et al.,
2013; Conway et al., 2013; Wlodarska et al., 2014). En laminas coloreadas con hematoxilina-
eosina su citoplasma es débilmente eosindfilo, el nicleo es esférico y laxo, mientras que la chapa

estriada se observa como un borde refringente intensamente eosindfilo (Banks, 1996).

Los enterocitos presentan proyecciones llamadas microvellosidades, las cuales son
especializaciones de la membrana apical de 1 pm de largo y 0,5 um de ancho, que en conjunto
forman la chapa estriada. Las microvellosidades son mucho mds numerosas en el intestino
delgado; llegando a tener cada célula alrededor 3000 microvellosidades en su superficie luminal
(Horiuchi et al., 2005; Walton et al., 2016). Se estima que aumentan la superficie de absorcion

de 14 a 40 veces (Ganapathy et al., 2006).

Los enterocitos, contienen un haz longitudinal central de filamentos de actina, unidos
entre si por medio de uniones cruzadas una red de microfilamentos horizontales conocidos como
red terminal y formados por fimbrina y villina, ubicados en la porcién apical y que se insertan en
las zénulas adherentes del complejo de unién intercelular apical, mediante complejos proteicos
de actina, miosina y calmodulina, y en la base con filamentos de actina, miosina y espectrina los
cuales se disponen en la region apical de la célula (Stinson y Calhoun, 1996; Geneser, 2000).
Estas microvellosidades forman wuna red intermicrovillar con puntos de adhesién
intermicrovellosidad que es mediado por protocaderinas (CDHR2 y CDHRS) (Crawley et al.,
2016; Choi et al., 2020).

La membrana de las microvellosidades posee un glicocalix de gran espesor, de entre 7 y
15um en el ratén. Estd compuesto por diferentes glicoconjugados de carga negativa que forman
una cubierta que tiene funcién protectora, y ademads se adhiere enzimas intestinales producidas
por los enterocitos tales como peptidasas, disacaridasas y lipasas que contribuyen a finalizar el
proceso digestivo en el lumen intestinal (Horiuchi et al., 2005; Pelaseyed et al., 2014; Sun et al.,
2020). Por dentro de la red terminal, el citoplasma apical del enterocito, contienen abundantes
cisternas de reticulo endopldsmico rugoso (RER), ribosomas libres, mitocondrias, muchas

vesiculas y tibulos del reticulo endoplasmaético liso (REL) y un complejo de Golgi supranuclear
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bien desarrollado; en el citoplasma basal hay RER, ribosomas libres y mitocondrias (Vieites,

2002).

Los enterocitos se unen a las células vecinas y a la [dmina propia a través de uniones muy
especializadas, que permiten mantener la estructura y la permeabilidad de la barrera intestinal
(Ulluwishewa et al., 2011; Shi et al., 2018). Los bordes laterales de las células epiteliales se unen
entre si por una serie de estructuras complejas, que constituyen los llamados complejos de unién
conformados de apical a basal por la zénula ocludens (ZO), la z6nula adherens (ZA) y las macula
adherens o desmosomas; en la zona mds basal encontramos uniones comunicantes conocidos
como nexos 0 Gap (Assimakopoulos et al., 2011). La ZA es la responsable de la adhesion y la
polaridad de la célula; la ZO es el medio mas apical y consiste en una estrecha banda compuesta
por varios filamentos que unen unas células con otras, donde el nimero de filamentos esta
correlacionado directamente con el grado de impermeabilizacién de la via paracelular, es mas
restrictivo en las vellosidades que en el epitelio de las criptas, ejerciendo la funcién de barrera

para iones y macromoléculas (Unno y Fink, 1998; Shi et al., 2018).

La unién de los enterocitos con las células de la ldmina basal se da principalmente
mediante hemidesmosomas, que forman una red transcelular que confiere resistencia mecénica a
los tejidos y permite que las células mantengan su morfologia; ademds de ser centros de
sefializacién que participan en los procesos de diferenciacidn, proliferacién y la morfogénesis
(Garrod y Chidgey, 2008; Walko et al., 2015).La funcién primaria de los enterocitos es la
absorcidn de los nutrientes en el intestino delgado, este transporte desde el lumen intestinal hacia
la sangre ocurre a lo largo de la vellosidad a través de mecanismos altamente especializados (Kiela
y Ghishan, 2016). Intervienen transporte activo y pasivo, en donde el transporte pasivo involucra
difusion simple y puede ocurrir por dos vias: transcelular y paracelular (Drozdowski y Thomson,

2006a).

En el transporte transcelular se atraviesa directamente la bicapa lipidica, por ejemplo en
el transporte de gases y agua (Chen y Lui, 2019); y por difusion facilitada cuando es a través de
transportadores o canales i6nicos. El transporte activo puede ser primario (mediante proteinas
bomba que actiian en contra de un gradiente de concentracion) o secundario cuando una molécula
se transporta en contra de un gradiente utilizando la energia liberada por el transporte simultdneo
a favor de un gradiente; estas son vias que media el ingreso de solutos en contra de su gradiente

electroquimico y son dependientes de ATP, ejemplo la bomba Na+/K+ ATPasa que es el
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mecanismo intercambiador mds importante en la membrana basolateral y es un ejemplo claro de

transporte activo (Alexander y Carey, 2001; Neverisky y Abbott, 2015; Clausen et al., 2017).

La capacidad de absorcién de nutrientes depende del drea de superficie de la mucosa
intestinal, de la actividad de las enzimas digestivas, y de la presencia de transportadores a nivel
basolateral y en las microvellosidades y son especificos para monosacdridos (glucosa, fructosa,
galactosa), péptidos o aminodcidos libres, minerales y vitaminas (Amat et al., 1996; Neverisky y
Abbott, 2015. Esta impermeabilizacion del epitelio estd determinada por la via paracelular, tal es
el caso del yeyuno que es considerado un epitelio poroso (leaky epithelium) porque permite la
transferencia de grandes cantidades de liquidos de similares caracteristicas (absorcién isoténica),
a diferencia del colon, que es considerado un epitelio impermeable (tight epithelium), en el cual

la transferencia de solutos se hace en contra de su gradiente (Masyuk et al., 2002).

La absorcién de carbohidratos en el epitelio intestinal varia segin condiciones como
dieta, consumo de alimento, temperatura corporal, nivel de maduracidn del enterocito y se da por
mecanismos pasivos o activos (Ferraris, 2001). El incremento del transporte activo de glucosa
estd directamente correlacionado con el tiempo de maduracién tanto morfolégico como de la
actividad enzimadtica de las células absortivas (Holdsworth y Wilson, 1967). El transporte de
glucosa y galactosa es activa a través del transportador de glucosa acoplado a Na+ SGLT1, que
se expresa en el borde en cepillo de los enterocitos, y es el encargado de transportar alrededor del
80% de la glucosa que ingresa al organismo (Alexander y Carey, 2001; Gorboulev et al., 2012);
y de forma pasiva mediante difusion simple usando los transportadores GLUT-2, independiente
de Na+, en la membrana apical del enterocito, este incrementa la capacidad de absorcién de
glucosa ante ciertos estimulos (Affleck et al., 2003; Zheng et al., 2012; Grefner et al., 2015). Una
vez dentro del enterocito, la glucosa atraviesa la membrana basolateral hacia el intersticio cerca
a los capilares mediante al transportador GLUT-2 (Gilbert et al., 2008; Ait-Omar et al., 2011;
Chaudhry et al., 2012; Roder et al., 2014).

En el caso de la fructosa, esta ingresa dentro del enterocito a través de transporte pasivo
facilitado mediado por GLUT-5 (canal de difusién facilitada independiente de Na+), localizado
en el borde en cepillo, este es un transportador altamente especifico para fructosa e independiente
de insulina (Douard y Ferraris, 2013; George-Thompson et al., 2015); la fructosa pasa del citosol
hacia el intersticio a través de GLUT-2, que también puede transportar glucosa y galactosa
(Cheeseman, 1993; Ebert et al., 2018; Ferraris et al., 2018). El transporte de glucosa en los

enterocitos se ve afectada por diversos factores, el incremento de glucocorticoides induce la
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expresion de kinasa 1 regulada por glucocorticoides que incrementa la expresion de SGLT-1, al
igual que el estrés por calor, lo que se traduce en un aumento en el transporte de glucosa (Garriga

et al., 20006).

La hidrélisis de los oligopéptidos ocurre en el glicocdlix de las microvellosidades, donde
las oligopeptidasas los dividen hasta aminodacidos, di y tripéptidos que pueden ser absorbidos por
las células principalmente de yeyuno e {leon (Jahan-Mihan et al., 2011; Miner-Williams et al.,
2014). La absorcién de aminodcidos, di y tripéptidos se realizé a través de los transportadores de

las familia SL.C, que usan cotransporte con Na+ (Chen et al., 2018).

La mayoria de los aminodcidos neutros se absorben a través de un proceso de transporte
activo que involucra el transportador BOAT1 (codificado por el gen Slc6al9) que es un
simportador de aminodcidos acoplado a Na+ que se encuentra en la membrana apical de los
enterocitos (Broer et al., 2004; Broer et al, 2011), para su funcionamiento requiere de la

expresion de ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) (Kowalczuk et al., 2008).

Los transportadores EAACI1 (SLC1A1), GLT-1 (SLC1A2) y GLAST (SLC1A3) forman
un sistema de absorcién de aminodcidos neutros dependientes de Na+ y con alta afinidad al
glutamato (Kanai et al., 2013), en el caso del ASCT2 (SLC1AS) este se encarga del transporte de
pequeifios aminodcidos neutros de alta afinidad como alanina, serina, cisteina y glutamina (Kanai
y Hediger, 2004; Pingitore et al., 2013). El transportador SIT1 (transportador sodium/Imino-acido
1) pertenece al sistema IMINO, encargado de mediar el transporte de aminodcidos tipo prolina
(imino4cidos) dependiente de sodio (Takanaga et al., 2005), se encuentra en las microvellosidades
de enterocitos del yeyuno de conejo, rata, ratén y en humano en edad adulta (Kowalczuk et al.,

2005; Romeo et al., 2006; Meier et al., 2018).

El sistema CAT1 (SLC7A1) es un transportador independiente de Na+ para aminodcidos
catiénicos como la arginina, la lisina, la ornitina y la histidina (Verrey et al., 2004) los cuales se
encuentran ubicados en la membrana apical y basolateral del intestino delgado (Yan et al., 2011).
El transportador LAT2 (SLC7AS) se encarga del movimiento de aminoacidos excepto prolina, y
su ubicacién es en la membrana basolateral de los enterocitos de yeyuno e ileon (Dave et al.,
2004). El transportador b0,+AT (SLC7A9) se encarga de intercambiar cationes intracelulares con

aminodcidos neutros y se ubica en la membrana apical de los enterocitos (Verrey et al., 2004).

Dentro del grupo de transportadores ASC tenemos al Asc-1 (SLC7A10) encargado de

movilizar pequefios aminodcidos neutros como L-alanina, L-serina, L-cisteina, glicina, L-treonina
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y 2 4cido aminoisobutirico. El sistema X-C (4F2hc (SLC3A2)-xCT (SLC7A11)) es el encargado
de transportar aminodcidos aniénicos independiente de Na+, es un intercambiador

cisteina/glutamato (Fukasawa et al., 2000).

Los transportadores TAT1 (SLC16A10) y BO,+(SLC16A14) de la familia SLC16A, son
transportadores de baja afinidad independientes de Na+ y Cl- que median una difusién
electroneutral facilitada, se encuentran ubicados en la membrana basolateral de los enterocitos
(Ramadan et al., 2006; Mariotta et al., 2012). Otros transportadores de aminodcidos son los PAT1
(SLC36A1) y PEPT1 (SLC15A1); los cuales son cotransportadores acoplados a H+, cuya 6ptima
respuesta absortiva depende del funcionamiento del intercambiador Na+-H+ (NHE3), el cual estd
ubicado en la membrana apical de los enterocitos (Thwaites et al., 2007; Frglund et al., 2010). El
transportador PEPT1 es el responsable de la absorcion de la mayoria de di y tripéptidos a nivel

intestinal (Spanier, 2014).

Un factor importante en los procesos digestivos y de absorcién de nutrientes en el TGI es
el pH de la mucosa intestinal, el cual varia segin la porciéon del TGI considerada. El
mantenimiento de los valores de pH dentro de los rangos homeostaticos, influyen positivamente
en la funcionalidad celular, por ejemplo, en la absorcion de nutrientes y farmacos. Los cambios
en el pH extracelular modifican el pH intracelular de los enterocitos, esto a su vez altera sus
funciones secretoras y absortivas. Existen distintos mecanismos para mantener el pH equilibrio
intracelular; el mds importante es la secrecion de fluidos ricos en H+ y HCO3 -, regulando de
esta manera el pH intracelular (Shimada y Hoshi, 1987; Hoinard y Gore, 1988; Wenzl et
al., 1989).

Los cambios en el pH del yeyuno por la llegada de nutrientes provenientes del duodeno,
estimula la secrecion de colecistoquinina (CCK) y somatostatina por parte de las células
enteroendocrinas, las cuales por mecanismos neurohormonales inhiben la secreciéon de HCI en el
estémago, lo que a su vez, modifica la secrecion de glandulas anexas y la contractibilidad del
TGI (Orloff et al., 1992). El complejo mioeléctrico migratorio estd regulado por el pH duodenal
(Woodtli y Owyang, 1995). En el colon, la alcalinizacién favorece la absorcién eficiente de
electrolitos débiles como amoniaco y acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Castell y Moore,

1971).

El descenso del pH en el colon humano (McNeil et al., 1987), en el ciego de la rata
(Fleming et al., 1991) y en el colon del cuy (Oltmer y von Engelhardt, 1994) afecta los indices de

absorcion de AGCC, dado que la superficie luminal del intestino grueso requiere un
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microambiente con pH constante para que este proceso ocurra (Feldman y Ickes Jr, 1997). El
transporte de di y tripéptidos a través de PEPT1 y la expresion de estos transportadores en el
intestino delgado estd influenciado por el gradiente de protones y la acidificaciéon del pH en el
yeyuno (Daniel y Kottra, 2004), lo cual contribuye al transporte de nutrientes en el epitelio
intestinal (Chen et al., 2010). También se sabe que el aumento en el pH intestinal por encima de
7.0 modifica la afinidad de los transportadores de sodio y fosfato, disminuyendo su absorcion a

nivel intestinal cuando el pH llega a 7.6 (Danisi et al., 1984).

2.5.4 Células caliciformes (CCAL)

Las CCAL son células epiteliales secretoras que se ubican en el eje cripta vellosidad y se
encuentran distribuidas en todo el tracto intestinal, representan el mayor componente celular
secretor del epitelio intestinal y del sistema inmune innato del intestino (Mccauley y Guasch,
2015). Son consideradas glandulas unicelulares por su secrecion de mucina, proteinas y factor
trefoil, y cumplen el rol de mantenimiento de la homeostasis epitelial (Wong et al., 1999; Corfield,
2014). Estas células almacenan granulos de mucina dentro de su citoplasma apical, regién
denominada teca. La progresiva acumulacion de secrecién expande la teca y otorga a la célula la

forma de caliz.

Las mucinas son glicoproteinas (de las cuales MUC-2 es el principal producto de las
CCAL). El contenido liberado hacia el lumen se hidrata por la elevada concentracién de
carbohidratos y forma una capa de revestimiento de mucus que protege al epitelio de la abrasién
y de la adhesién bacteriana, y ademds actia como tampdén (Geneser, 2000; Ross et al., 2005;

Karcher y Applegate, 2008; Birchenough et al., 2015; Johansson y Hansson, 2016).

La CCAL posee gran desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso y del complejo de
Golgi, organelas que estdn involucradas en la sintesis de glicoproteinas como las mucinas. La
secrecion de las CCAL estd compuesta principalmente por agua, glicoproteinas de alto peso
molecular (mucinas) y otros componentes menores como los electrolitos y calcio. La principal
mucina secretada por las CCAL es la mucina 2 (MUC-2) (Liquori et al., 2012) que es una

glicoproteina con un 80% de carbohidratos, que sirve como sustrato para bacterias acido lacticas.

La MUC-2 presenta un dominio central con repeticiones de serina y secuencias ricas en
treonina, los cuales son sitios de unién a glicanos; asi mismo tiene 2 dominios, N y C, los cuales
son ricos en cisteina, y determinan las propiedades fisicoquimicas y la funcién que desempefian
las CCAL (Liquori et al., 2012; Kiyohara et al., 2012). Ademas de MUC-2 podemos encontrar
en el citoplasma de las CCAL, otras proteinas como FCGBP, CLCAl, ZG16 y AGR2,
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empaquetados en granulos ubicados en la zona apical de la célula y que son liberados a la luz

intestinal por exocitosis (Johansson et al., 2008, Barker, 2014).

La produccién y secrecion de las CCAL es estimulada y regulada por el bajo pH, alta
concentracién de calcio en el lumen intestinal (Johansson et al., 2011; Ambort et al., 2012),
endocitosis, acetilcolina (Speciean y Neutra, 1982; Meyer-Hoffert et al., 2008; Johansson, 2012;
Birchenough et al., 2015), generacion de radicales libres de oxigeno (ROS), activacién de
inflamosomas (Colony y Specian, 1987; Lamkanfi y Dixit, 2014), activacion de respuesta inmune
via linfocitos Th2 (Wang et al., 2008), cambios en la microbiota, presencia de toxinas bacterianas
y pardsitos (Leblond, 1981; Nilsson et al., 2014; Engevik et al., 2019; Dao y Li, 2020), tipo de

alimento y dafios en la mucosa (Desai ef al., 2016; Rao et al., 2017; Schroeder et al., 2019).

La actividad secretoria de las CCAL ocurre mediante un mecanismo merocrino, aunque
también se ha descrito una secrecion de tipo apocrina (Gesase, 2007). Los granulos secretorios se
fusionan con la membrana basal a un ritmo basal y bajo estimulacién alta, siendo ambos mediados
por un mecanismo exocitico regulado. La secrecién basal es inducida por bajos niveles de
activacion de los receptores purinérgicos P2Y2 y de adenosina A3, lo que produce la liberacién

de granulos recién sintetizados que se mueven por la periferia del componente granular central.

La exocitosis regulada o compuesta se caracteriza por la liberacién acelerada y masiva
del componente central de mucina ante niveles elevados de activaciéon de los mismos ligandos
que en la secrecidon basal (Adler et al., 2013), y estimulos de diferentes secretagogos como
hormonas, neuropéptidos y mediadores inflamatorios (Neutra et al., 1982; Sderholm y Perdue,
2006; Gustafsson et al., 2012a, b; Ermund ef al., 2013a, b). Estd mediada por sustancias tipicas
de la exocitosis como Syntaxinas, Muncl8, VAMP y proteinas SNAP (Adler et al., 2013). La
secrecion de las CCAL en el epitelio superficial del colon es un proceso continuo para mantener
la capa de moco, mientras que en criptas del colon y vellosidades del intestino delgado es en

respuesta a estimulos (Speciean y Neutra, 1982; Johansson, 2012; Birchenough et al., 2015).

La secrecion de las CCAL contribuye a la formacién de la capa de mucus, cuyo contenido
principal son las mucinas que son glicoproteinas formadas por un esqueleto proteico al que se le
agregan dominios glicosilados sulfatados y no sulfatados y se hidrata en la luz intestinal,
formando un gel viscoeldstico que protege y lubrica al intestino, y que ademds permite el
transporte de diversos componentes entre el lumen intestinal y el epitelio, formando la primera

barrera de proteccion del intestino (Eurell y Frapier, 2006; Desai et al., 2016).
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2.5.5 Células de Paneth (CP)

Las CP, son células de caracteristicas Unicas, de linaje secretor que participan en la
inmunidad innata del tracto intestinal a través del mantenimiento de la microbiota mediante la
secrecion de proteinas y péptidos antimicrobianos como lisozimas, defensinas y fosfolipasa A2
secretoria (Keshav, 2006; Noah et al., 2011); ademds contribuye en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal, regulando los procesos de proliferacion y diferenciacion las células madre,
protegiendo a estas células e interviniendo en los procesos de detoxificacion del tracto digestivo
(Porter et al., 2002; Bevins, 2004; Ouellette, 2005; Wehkamp y Stange, 2020). Una de las
funciones mas importantes de las CP es la secrecién local de factores tréficos como el TGF oy

Wnt3, que regulan la diferenciacion de las células madre (Sato et al., 2013).

Las CP han sido identificadas en diferentes mamiferos como el humano (Erlandesen et
al., 1974; Ehrmann et al, 1990; Fawcet, 1995), rata (Behnke y Moe, 1964; Sundstrém y
Heleander, 1980; Rodning et al., 1982), ratén (Trier et al., 1967; Bjerkens y Cheng, 1981; Satoh
et al., 1992), cobayo (Satoh et al., 1990; Vasquez et al., 2014), ardilla (Toth, 1980), hamster,
mono (Satoh et al., 1990), conejo (Pitha, 1968; Abdel-Magied y Taha, 1995; Zanuzzi et al., 2008),
caballo (Takehana et al., 1998), oveja (Ergiin ef al., 2003), camello (Abdel-Magied y Taba, 1995)
y crias de alpacas menores de 21 dias (Lira et al., 2012). Son de forma piramidal, se ubican en la
base de la cripta formando grupos; ocasionalmente se las puede observar en la region del cuello

de la cripta en yeyuno e ileon, aunque existen variaciones especificas (Ergiin et al., 2003).

Las CP tienen un tiempo de vida promedio de 18 a 23 dias, desde que llegan a la base de
la cripta hasta que entran en apoptosis (Gent y Creamer, 1972; Bjerknes y Cheng, 2005; Ireland
et al., 2005). Otra de las formas de muerte celular relacionado con las CP es la autofagia,
principalmente en células dafiadas, este es un proceso de autodegradacién caracterizado por la
creacion de una vesicula intracelular llamada autofagosoma que envuelve organelas dafiadas y se
fusiona con el lisosoma seguido de la degradacién y condensacién de la cromatina (Fink y

Cookson, 2005; Glick et al., 2010).

En posicién supranuclear presenta granulaciones citoplasmaéticas redondas, PAS positivas
y que se colorean de rosa con hematoxilina-eosina (Buendia et al., 2004; Mantani et al., 2014).
Estos granulos estdn compuestos por lisozima (Deckx et al., 1967; Otto, 1973; Lira et al., 2012;
Viésquez et al., 2014), fosfolipasa A2 secretora (Hecht, 1999; Hornef et al., 2004; Keshav, 2006),
defensinas (Porter ef al., 1997a,b; Bevins, 2005; Poindexter et al., 2009), tripsina (Bohe et al.,
1984), a-1-antitripsina, inmunoglobulina A (Satoh et al., 1986; Tang et al., 2006), angiogeninas
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(Eckman, 2005), lectinas que se unen a los azicares de ciertos microorganismos, ADNasa,
fosfolipasa B, lipasas, prostaglandinas E2 (PGE2), carboxilesterasa, metales pesados (cadmio,
cobre, selenio, zinc), proteinas ligadoras de zinc, factor de necrosis tumoral tipo a (TNT-a),
Reglll, angiogenin-4, MMP-7, CD15, CD95 ligando, xantina oxidasa, CRIP, metalotionina,
adipoquinas, suero amiloideo A, IL-17A, IL-1B y lipoquinas (Ross et al., 1992; Porter et al.,
2002; Eckman, 2005; Rizvi y Wong, 2005; Clevers y Bevins, 2013).

Ultraestructuralmente las CP presentan un reticulo endopldsmico rugoso bien
desarrollado, de localizacién basolateral, un complejo de Golgi supranuclear, pequeiios repliegues
en su membrana apical y numerosos granulos rodeados por una membrana (Fawcet, 1995;
Geneser, 2000; Mantani et al., 2014). Se pueden diferenciar 2 tipos de CP segtin la morfologia de
sus granulos secretores; el tipo I que presenta granulos bipartidos con un centro electrodenso y un
halo periférico electrolicido (ratén) y el tipo II que tiene granulos homogéneos y con una matriz
altamente electrodensa (humanos, monos y hdmsters); en el caso de la rata y el hdmster dorado
los granulos tienen variadas densidades electronicas (Satoh et al., 1990), mientras que en el
caballo, las células tipo I son células inmaduras y las células tipo II son células altamente
secretoras (Takehana et al., 1998). La activacion de la funcién antimicrobiana de las enzimas
presentes en las CP coincide con el punto de maduracion de estas células y pueden ser usados

como marcadores de la estirpe celular (Ouellette y Selsted, 1996).

La degranulacién de las CP se da por exocitosis y estd relacionado a un incremento de
calcio citosélico (Satoh et al., 1995), regulado por estimulos colinérgicos que pueden derivar de
neuronas entéricas, productos bacterianos como lipopolisacdridos, péptidoglicanos, acido
lipoteico, lipido A y muranil dipéptido (Ayabe et al., 2002), y estimulos hormonales como
colecistoquinina (CCK) y gastrina (Balas et al., 1985; Satoh et al., 1989; Porter et al., 2002),
probablemente mediado por NOD2 (Lala et al., 2003) y TLR9 (Rumio et al., 2004). A su vez, las
CP responden a productos de la digestion presentes en el lumen, principalmente macromoléculas
que actian como osmoreceptores, y a sefiales secundarias de otras células epiteliales o del tejido
conectivo, cumpliendo un rol de comunicacién celular durante procesos fisioldgicos y patoldgicos
(Porter et al., 2002). La respuesta de las CP al medio ambiente intestinal esta relacionado con
cambios en su nimero, tamafo y localizacién, asi como con las caracteristicas morfolégicas e

histoquimicas de sus granulos (Porter et al., 2002; Grootjans et al., 2011).

Las CP son importantes en la activacién de linfocitos T de la 1dmina propia, los que

secretan interleucinas que a su vez inducen los procesos de diferenciacién de las CP (Sawada et
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al., 1991; Kamal et al., 2001). Asi mismo, la lisozima y la fosfolipasa A2 son secretados en
respuesta a la proliferacion de la microbiota en los espacios intervellosidades (Yokoo et al., 2011),
que es activada por el receptor tipo Toll 2 expresado en las células epiteliales (Mantani et al.,

2011).

2.5.6 Células enteroendocrinas (CEE)

Las CEE, son células secretoras de hormonas que se localizan de forma individual y
dispersa en el eje cripta vellosidad; comprenden aproximadamente el 1% de las células que
conforman el epitelio intestinal (Sternini et al., 2008; Worthington et al., 2018). Este sistema
endocrino intestinal ha sido estudiado en diferentes mamiferos como el hombre, el caballo,
bovinos, marsupiales, rumiantes domésticos y silvestres (Sundler et al., 1989; Lucini et al., 1999;
Nozawa et al, 2009), encontrandose en todos ellos una gran variedad de tipos de CEE (Cuadro 1)
que se distribuyen en todo el tracto intestinal y pueden ser clasificadas en base a su localizacidn,
morfologia, expresiéon de productos secretorios y abundancia de moléculas marcadoras (Jenny et
al., 2002, Lee et al., 2002; Hoker y Wiedenmann, 2006). La ubicacién y cantidad de las CEE
depende de la edad, del segmento del tracto gastrointestinal y de la especie animal, aunque en
lineas generales sigue un patrén similar en la mayoria de especies (Sundler et al., 1989; Ferrufino,

1996; Rehfel, 1998).

Las CEE tienen un citoplasma claro, nicleo esférico, vesiculoso y poseen pequefios
granulos acidofilos de localizacion basal (Ross er al., 1992). Estos grdnulos son vesiculas
secretorias que pueden ser grandes con niicleo denso o microvesiculas, mis pequefias similares a
las encontradas en neuronas (Wiedenmann et al., 1986). Se ubican en la zona basal y zona media
de la vellosidad (Gordon y Hermiston, 1994); son una de las primeras células que aparecen en la
etapa fetal; observandose en porcinos desde los 40 dias de gestacion (Dekaney et al., 1997), y en

bovinos desde los de 90 dias de gestacion (Totzauer, 1991).

Las CEE son parte del sistema endocrino difuso, que comprende un grupo de células
morfolégica y embriolégicamente muy heterogéneo, distribuidas a lo largo de todo el epitelio.
Tienen como funcién principal la produccién y almacenaje de hormonas y neurotransmisores
como neuroaminas biogénicas y neuropéptidos (Kasprzak et al., 2007; Belli, 2009). Su funcién
estd regulada por el sistema nervioso entérico y por cambios en el lumen intestinal (Cunningham,
2005). Coordinan la homeostasis digestiva a través de la regulacion de la secrecién géstrica, la
motilidad intestinal, la secrecién pancredtica, la contraccion de la vesicula biliar y el hambre

(Ferrufino et al., 1996; Begg y Woods 2013; Gribble y Reimman, 2016). También tienen accién
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sobre la proliferacion del epitelio intestinal (Lucini et al., 1999; Wierup, 2007) y la deteccién y
neutralizacidn de patégenos, esta tltima funcién se relaciona con que expresan TLR 4, 5y 9, que

estimulan la liberacién de quimiocinas y defensinas (Palazzo et al., 2007).
Las principales células enteroendocrinas intestinales son las siguientes:

Células Enterocromafines (EC): es la poblacion celular enteroendocrina mas abundante del
tracto gastrointestinal, su poblacién representa alrededor del 70% de las CEE en el colon y
alrededor del 40% en recto. Se distribuyen n desde el antro gastrico hasta el recto (Sjolund et al.,
1983). Presentan granulos pleomorficos de 150 a 500 nm (Solcia et al., 1998), son las encargadas
de producir serotonina, lo cual se puede observar mediante inmunohistoquimica (Ahlman y
Nilsson, 2003; Gunawardene et al., 2011). Tienen forma piramidal, de un tamafio de 8
micrémetros y liberan su producto hacia la luz intestinal mediante exocitosis (Modlin et al., 2006),
es por ello que cuando las descubrieron no fueron consideradas como células enteroendocrinas.
Hay reportes que indican que estas células tienen comunicacién con neuronas del tracto
gastrointestinal participando en procesos de regulacion de la funcién digestiva (Gustafsson et al.,

2006).

Células L: es la segunda poblacién mas abundante de CEE en el epitelio intestinal, alrededor del
14% (Sjolund et al., 1983; Eissele et al., 1992). Se distribuyen en la zona media y basal de las
vellosidades de todo el intestino delgado (Eisselle et al., 1992), y en la zona media y apical de las
criptas en el intestino grueso; su nimero y distribucidon varfa segin la especie; en cerdos y
humanos, el mayor nimero se ubica en yeyuno distal e fleon; mientras que en ratas es en ileon
(Deacon et al., 1995). Presentan granulos de 200 a 400 nm de didmetro en su citoplasma

(Gunawardene et al., 2011).

La principal secrecion de las células L son los péptido tipo glucagén 1 (GLP-1)y 2 (GLP-
2) (Varndell et al., 1985) que son potentes hormonas que también son secretadas por poblaciones
neuronales en el nicleo caudal del tracto solitario y en el nicleo ventrolateral del hipotdlamo
(Merchenthaler et al., 1999; Jin et al., 2004). Tienen como funcién regular las vias de homeostasis
energética, a través de la regulacion de glucosa, y estimular la secrecién y biosintesis de insulina
en las células § (Baggio y Drucker, 2007; Holst, 2007; Miiller et al., 2019; Goldspink et al., 2020),
disminuir la secrecion de glucagdén y promover en el pancreas el crecimiento de las células

(Drucker, 2006).
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Cuadro 1:

Tipo de células enteroendocrinas (CEE) y su distribucion en el tracto gastrointestinal

CEE Producto Distribucién Autor
G gastrina antro géstrico, duodeno Friis-Hansen ez al., 1998
Ormsbee y Fondacaro,
EC serotonina estdmago, intestino 1985; Adriaenssens et
al., 2015
. . . Feldman et al., 2006;
ECL histamina estomago Yakabi ef al., 2008
X/A . > Sakata y Sakai, 2010;
(ratones) grelina estomago Monserrat et al., 2015
P/D1
D somatostatina (SST) estdmago, duodeno Penman et al., 1983;
S Secretina duodeno, yeyuno Brubaker, 2012
L . (GLP) .1 y 2’, . de duodeno a colon Nilsson ez al., 1991;
oxintomodulina, péptido
YY, péptido tipo insulina 5 Grosse et al., 2014
I colecistoquinina (CCK) duodeno, yeyuno Brubaker, 2012;
. Kitabgi y Freychet,
N neurotensina (NT) ileon 1978: Rindi ef al.. 2004
K GIP duodeno, yeyuno Parker et al., 2009
Daniel, 1990; Rindi et
M motilina duodeno, yeyuno al., 2004; Goswami et
al., 2015
P GRP estomago, Intestin Buffa et al., 1978
delgado
Buffa et al., 1978;
PPoF polipéptido pancreatico pancreas, duodeno Olvera-Granados et al.,

2008

El GLP-1 y el GLP-2 inducen el aumento del nimero de células intestinales y de la masa

de la mucosa intestinal, mediante la estimulacién de la proliferacion celular y la inhibicion de la

apoptosis (Drucker, 2003). También estin relacionados con el control del apetito (Turton et al.,

1996; Miiller et al., 2019). Tanto el GLP-1 y el GLP-2 son factores de crecimiento epitelial (Dube

et al., 2006; Koehler et al., 2015) y tienen accién antiinflamatoria de forma directa (Ivory et al.,

2008) y en forma indirecta estimulando a las CP (Cani et al.,, 2007). Participan en procesos de

reparacion del epitelio en cuadros inflamatorios crénicos como en la enfermedad inflamatoria
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intestinal (Xiao et al., 2000). Las células L también secretan oxintomodulina, péptido YY y
glicentina (Fiocca et al., 1987; Nilsson et al., 1991; Gunawardene et al., 2011; Grosse et al.,
2014). La secrecion de las células L es estimulada principalmente por la glucosa y menor

proporcidn por la fructosa en el lumen intestinal (Kuhre ef al., 2014).

Células K: son una poblacién de CEE que secretan polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP) que es una hormona que promueve la homeostasis de la glucosa y estd relacionada
con cuadros de obesidad (Wang et al., 2003). Las células K se ubican predominantemente en la

parte mds proximal del intestino delgado con alta densidad en duodeno (Mortensen et al., 2003).

El GIP y el GLP son consideradas incretinas, y su secrecion es estimulada por la ingesta
de alimento (carbohidratos, grasa y proteinas). La activacion del sistema adenosin monofosfato
ciclico (cAMP), estimula la secrecién tanto de GLP-1 and GIP (Moss et al., 2012; Hauge et
al., 2014; Svendsen et al., 2015). Tiene la funcién de estimular la proliferacién de las células 3
del pancreas, estimula la biosintesis de insulina y la secrecién de glucagon (Deacon y Ahrén,
2011); promueve la acumulacién de grasa y tiene efecto sobre los osteoblastos (Miyawaki et al.,
2002; Tsukiyama et al., 2006). GIP juega un rol importante en el mantenimiento de los niveles
de glucosa sanguinea por inducir la hipersecrecién de insulina en dietas altas en grasa, lo que
genera obesidad. Ademads, potencia la accién de la lipoproteina lipasa para aclaramiento de

quilomicrones y triglicéridos (Harada et al., 2008).

Células I: son CEE distribuidas en el epitelio de duodeno, yeyuno e ifleon proximal de diferentes
especies como el humano, rata, ratén (Chao y Hellmich 2012; Gribble y Reimann, 2015; Fakhry
et al., 2017; Martins et al., 2017). Son las encargadas de secretar colecistoquinina (CCK), que es
un péptido de 33 aminodcidos (Rehfeld et al., 2007; Agersnap y Rehfeld, 2014), liberado
mediante exocitosis en respuesta a la presencia de grasas y proteinas en el intestino (Sternini et

al., 2008; Agersnap y Rehfeld, 2014).

La CCK induce la contraccion de la tinica muscular, favoreciendo el vaciado del intestino
delgado distal (Palazzo et al., 2007); incrementa la motilidad del intestino delgado, estémago y
esfinter pilérico; disminuye la contraccion del esfinter esofdgico inferior, aumenta la secrecién
biliar la secrecion de pepsindgeno géstrico y la secrecién de las gldndulas de Briinner; inhibe de
forma débil la secrecion dcida del estdmago, estimula la secrecién de bicarbonato y de insulina
en el pancreas y participa en la regulacion de la saciedad por activacion de fibras vagales aferentes

(Owyang, 1996; Beglinger y Degen, 2004; Agersnap y Rehfeld, 2014).
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Diversos estudios en ratén han demostrado que cerca del 60% de las células I que
producen CCK también producen serotonina, pero estas se ubican en el intestino grueso (Cho et

al., 2014; Reynaud et al., 2016), principalmente en ciego y colon ascendente (Fakhry et al., 2017).

Células S: Son CEE distribuidas en el epitelio intestinal del duodeno, producen secretina cuya
funcidn es regular el desarrollo de células epiteliales del pancreas y sistema biliar. La secretina
actia mediante la unidén a su receptor expresado en el dominio basolateral de diversos tipos

celulares (Afroze et al., 2013).

En el pancreas, la secretina estimula la secrecion de bicarbonato y agua, que constituye
como sistema tampon en el duodeno ante la llegada de contenido estomacal, como asi también
disminuye la secreciéon de H+ por células parietales del estomago (Osnes et al., 1978; Chow,
1995). El principal estimulo para la secrecidn de las células S, es la disminucién del pH en la zona

mas proximal del duodeno (Christodoulopoulos ef al., 1961; Hegyi y Petersen, 2013).

La secretina actia mediante la accién del segundo mensajero AMPc, que produce la
liberacion del bicarbonato en el pancreas, causando neutralizacién del medio ambiente dcido en
el duodeno, y estableciendo un pH que optimiza la funcionalidad de las enzimas amilasa
pancredtica y la lipasa pancredtica (Henriksen y de Muckadell, 2000). Asi mismo la secretina
incrementa la secrecion de bicarbonato en las glandulas de Briinner; mecanismo que también sirve

de tampén para la acidez del quimo (Osnes et al., 1978).

Células N: son CEE que se ubican en el epitelio del intestino delgado y colon proximal; han sido
identificadas en diferentes especies animales como el bovino, el humano, el ratén, la rata y el
perro (Kitabgi et al., 1976; Ferris et al., 1985; Drewe et al., 2008; Li et al., 2018). Las células N
secretan neurotensina (NT) que es una hormona que también es secretada por algunas neuronas
del sistema nervioso central (Walsh, 1987), células cromafines de la médula adrenal y células del
pancreas (Goedert ef al., 1984); es considerado un péptido anorexigénico, pero con accién

metabdlica (Ratner et al., 2016)

La NT es un tridecapéptido cuya liberacién es estimulada por la ingesta de alimento rico
en grasas (Ferris et al., 1985; Barber et al., 1991), por los 4cidos biliares, por el 4cido gastrico y
por el jugo pancredtico (Hammer et al., 1988) y es inhibida por los niveles altos de proteinas y
carbohidratos en el lumen intestinal (Rossel y Rokaeus, 1979). La NT participa en la absorcién
de 4cidos grasos libres en el intestino delgado, contribuye al metabolismo de los lipidos y afecta

la homeostasis de la glucosa a través de la regulacién de la secrecién de insulina y polipéptido
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pancredtico dependiente de glucosa (Blackburn et al., 1981; Mazella et al., 2012; Li et al., 2018).
Su produccién en periodos de ayuno estd relacionada a presentacion de enfermedades metabdlicas
como diabetes mellitus (Li et al.,, 2016b); asi como a riesgos de enfermedad cardiovascular y

cancer de mama.

La NT promueve los procesos absortivos por diferentes mecanismos como el incremento
del flujo sanguineo a nivel del ileon (Hammer ef al., 1988), secrecién de amilasa pancreética
(Wood et al., 1988) y aumento de la secrecion biliar (Gui et al., 2000), el efecto directo sobre la
secrecion 4cida biliar es mediada por el estimulo de contraccién de la vesicula y el conducto biliar
(Yamasato y Nakayama, 1988) y la reabsorcion de sales biliares en el {leon estimulando la
circulacidon enterohepdtica (Gui y Carraway, 2001). Asimismo, la NT estimula la secrecion de
agua y electrolitos a nivel intestinal (Wiklund et al, 1984), regula la motilidad del TGI
disminuyendo la velocidad de transito en estdémago y duodeno, lo cual promueve movimientos

intestinales para optimizar los procesos absortivos (Kalafatakis y Triantafullou, 2011).

La NT secretada por las células N intestinales puede pasar al torrente sanguineo y actuar
como una hormona endocrina, sobre el sistema nervioso central (Gevaert et al., 2016). Al igual
que otras hormonas intestinales, la neurotensina puede ser cosecretada en otras CEE (Egerod et
al., 2012; Habib et al., 2012; Sykaras et al., 2014; Svendsen et al., 2015). En colon proximal de
ratén ha sido identificada la produccién de neurotensina y péptido YY en la mismas CEE (Roth

et al., 1992), asi como también células que producen NT y GLP-1 (Svendsen et al., 2015).

Las células N que producen solo neurotensina se ubican en la zona apical-media de las
vellosidades, mientras que las células que producen 2 o mds hormonas se localizan en la zona
basal de la vellosidad o zona apical de la cripta (Grunddal et al., 2016). Asi mismo estas hormonas
tienen efecto sinérgico en otras regiones, como en sistema nervioso central donde la NT junto con
el GLP-1 disminuyen el consumo de alimento; en estbmago ambas hormonas junto con el péptido

YY inhiben el vaciamiento gastrico (Ratner et al., 2016).

Células M: son CEE ubicadas en el intestino delgado principalmente en duodeno y han sido
descritas en diversas especies animales (Kato et al., 2019). Su producto principal es la motilina

(Kitazawa y Kaiya, 2019).

La motilina es una hormona cuya funcién principal es incrementar la contraccién de
musculo liso intestinal (Mitznegg et al., 1977), a través de la estimulacion del complejo

mioeléctrico interdigestivo, que es vital para la activacién del musculo liso del TGI por permitir
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que progrese el contenido intestinal (Al-Missri et al., 2019). Asi también produce contraccion de
la vesicula biliar, esto se produce en los periodos interdigestivos, momentos en los cuales se
incrementa la actividad motora que se propaga de craneal a caudal. La secretina tiene accién
inhibitoria de la motilina lo que produce una disminucién de la motilidad interdigestiva (Mitznegg

etal., 1977).

La motilina actia a través de sus receptores que se encuentran en el musculo liso
gastrointestinal, neuronas entéricas y aferentes vagales. La activacion del receptor produce un
incremento del calcio intracelular y del diacilglicerol en el musculo liso produciendo la
contraccién (Kitazawa y Kaiya, 2019). La motilina también puede unirse al receptor de grelina,
pero no a la inversa. Durante la gestacion, las células M disminuyen la secrecién de motilina, lo

que causa hipomotilidad del tracto digestivo (Al-Missri et al., 2019).

La liberacién de motilina ocurre periddicamente y aumenta durante los periodos de ayuno
(Korimilli y Parkman, 2010). La ingesta de alimento, especialmente la que contiene grasas, sirve
como estimulo para la secrecidén de motilina, mientras que el aumento de niveles de glucosa en el
lumen intestinal disminuye su secrecién (Christofides et al., 1979; Al-Missri et al., 2019).
Durante los periodos interdigestivos, la motilina aumenta la secrecién de agua y proteinas en eel

pancreas exocrino, lo que colabora en los procesos digestivos (Magee y Naruse, 1984).

2.5.7 Células sensitivas o células en cepillo

Las células sensitivas, también llamadas células en cepillo, son células del epitelio
intestinal consideradas raras y han sido poco estudiadas, se distribuyen desde el estdémago (Jarvi
y Keyrilainen, 1956) hasta el colon (Isomaki, 1962; Silva, 1966; Okamoto et al., 2008). Tienen
como caracteristica principal el poseer microvellosidades largas y gruesas que contienen
proyecciones profundas de actina, villina y fimbrina que se extienden desde la punta de cada
microvellosidad y se enraizan en el citoplasma apical. Poseen abundantes vesiculas apicales que
forman un sistema tubulovesicular, un aparato de Golgi en la zona apical del nucleo (Sato y
Miyoshi, 1988), un reticulo endopldsmico rugoso, vesiculas secretoras, desmosomas y uniones
estrechas que lo unen a las células vecinas (Nevalainen, 1977). Son células que presentan una alta

tasa de recambio similar a los enterocitos (Tsubouchi y Leblond, 1979; Barker, 2014).

Las células recién diferenciadas expresan el marcador de proliferacion Ki67 (von Moltke
et al., 2016). Se considera que estan involucradas en la captacion de sustancias quimicas del

contenido luminal, expresan proteinas de sensacidon del gusto como alfa gusducina, Trpm5, y
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secretan opioides en respuesta a nutrientes luminales (Hofer et al., 1996; Kokrashvili et al., 2009;

Gerbe et al., 2011).

Antiguamente se consideraban que eran un tipo de CEE (Kokrashvili et al., 2009), sin
embargo otros estudios han demostrado que es un cuarto linaje secretor (Gerbe et al., 2011). Estas
células provienen de las células madre de tipo Lgr5+ (Gerbe et al., 2011) pero a diferencia de las
otras células epiteliales, las células en cepillo contindan expresando Lgr5 después de su
diferenciacion (Itzkovitz et al., 2011; Mckinley et al., 2017). Este tipo celular depende de Atoh 1
para su formacidn lo cual la orienta en la linea secretora (Jensen et al., 2000), la supresion de
Neurog3 no influye en el proceso de diferenciacion de estas células, a diferencia de las CEE que,
si requieren de su expresion, tampoco requieren de Sox9 que es necesario para la diferenciacién
de CP, y de Gfil y Spdef que son necesarios para la diferenciacién de CCAL y CP. Algunos
estudios demostraron que el marcador en células madre DCLKI, estin relacionados con su

proceso de diferenciacién (Gerbe et al., 2011).

2.6 ESTRUCTURA DE LA BARRERA INTESTINAL

La barrera intestinal, es una estructura morfologica y funcionalmente compleja, que
separa el medio externo del interno, impidiendo o modulando el ingreso de microorganismos,
toxinas y macromoléculas desde el lumen intestinal hacia la sangre y linfa (Alpers, 2002; Wiest
y Rath, 2003; Camilleri et al., 2012; Salvo-Romero et al., 2015). La barrera intestinal forma parte
de la inmunidad innata, porque constituye una primera linea de defensa, y juega un rol crucial en

las funciones fisiol6gicas de digestion, absorcién y metabolismo (Farré et al., 2020).

Estd formada por componentes mecdnicos, quimicos y celulares distribuidos en tres
niveles: extraepitelial, epitelial y subepitelial (Figura 1). El componente mecdnico es la barrera
fisica formada por la capa de mucus y el glicocalix que se ubican entre la zona apical del epitelio
y las sustancias en el lumen intestinal, y la peristalsis intestinal (Salvo-Romero et al., 2015), que
es un proceso regulado por las células enteroendocrinas y las del sistema nervioso entérico. El
componente quimico estd formado por moléculas de reconocimiento de patégenos,
inmunoglobulinas, péptidos que inducen la destruccién de microorganismos y citocinas que
organizan la respuesta inmune. El componente celular estd formado por las células del epitelio
intestinal y células de la lamina propia como mastocitos, células dendriticas, células fagociticas
como macréfagos y granulocitos, células natural killer, células T (Elphick y Mahida, 2005;

Bevins, 2006) y fibroblastos.
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El nivel extraepitelial estd formado por un microambiente que da hacia la luz del intestino
y estd compuesto por las secreciones celulares como péptidos antimicrobianos (lisozima,
fosfolipasa A2, defensinas), enzimas digestivas (proteasas, amilasas, lipasas) (Sarker y Gyr,
1992), que son producidas por los diferentes tipos celulares del epitelio intestinal. La capa de
moco de aproximadamente 100 um de espesor esta producida por las CCAL y por las glandulas
mucosas presentes en el intestino, estas glicoproteinas secretadas (en especial MUC- 2) se
hidratan formando una barrera fisica que previene las interacciones entre la microbiota y el
epitelio intestinal y atrapa bacterias que luego serdn removidas por peristalsis (Qin et al., 2008,
Sender et al., 2016). La microbiota comensal que participa en el mantenimiento de la microbiota

presente en el lumen y estimula la secrecién y proliferacién de las células de la mucosa.

La capa de mucus es la primera barrera fisica que entra en contacto con la microbiota del
TGI, estd compuesta de dos capas, una interna que es delgada y que esta adherida al epitelio
intestinal (Everard et al., 2013). Es la encargada de mantener la proteccién de las células
epiteliales frente al dafio enzimético (Ugolev y De Laey, 1973) asi como facilitar la absorcién de
nutrientes y procesos de renovacion y diferenciacion de las células epiteliales (Shan et al., 2013).
La segunda capa es la externa, donde se encuentran las secreciones de las células epiteliales como
(Gill et al., 2006) inmunoglobulina A secretora, fosfolipidos, mucinas, lisozima, fosfolipasa A,

péptido trefoil, catelicidinas y defensinas (Figura 1) (Bevins et al., 2011).

Esta capa de mucus se encuentra en contacto permanente con la microbiota del lumen
intestinal y estd regulada por cambios en la microbiota (Everard et al., 2013). La capa de mucus
estd formada en un 95% de agua y 1 a 10% de glicoproteinas, electrolitos, anticuerpos y acidos
nucleicos (Macfarlane et al., 2005). La mucina 2 (MUC-2) es la principal proteina glicosilada que
conforma esta capa de moco, que al hidratarse expande la barrera y unida a otras proteinas
secretadas conforman una pared mucosa organizada (Deplancke y Gaskins, 2001). Los cambios
en esta capa de mucus se dan por disrupcion del equilibrio microbiota, secrecién celular, etc.

(Kissoon-Singh et al., 2013).

En la parte luminal de la barrera intestinal, la fosfatasa alcalina cumple una funcién
importante en el mantenimiento de la microbiota. Esta sustancia es secretada por las células
epiteliales y permanece activa dentro de la capa de moco, asi como en el lumen intestinal. Elimina
los grupos fosfato de la endotoxina bacteriana LPS y de los patrones moleculares asociados a
patégenos como flagelina, CpG ADN, reduciendo la respuesta inflamatoria local (Lalles, 2014).

Ademads, fosforila al ATP y ADP en el lumen intestinal, permitiendo el desarrollo de microbiota
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comensal, ya que altos niveles de ATP inhiben el desarrollo de bacterias comensales (Malo et al.,

2014).

El nivel epitelial estd formado por células epiteliales que recubren todo el intestino y las
uniones intercelulares (uniones estrechas) que limita el transporte paracelular de la microbiota y
de sus productos hacia el torrente sanguineo (den Besten et al., 2013; Salvo-Romero et al., 2015).
Las células epiteliales presentan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que se unen a
dominios altamente conservados denominados patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs). El nivel subepitelial incluye a la [dmina propia y las células que lo componen como
macréfagos, células dendriticas y miofibroblastos, estas células presentan receptores de
reconocimiento, moléculas sefialadoras que coordinan respuestas de defensa, incluyendo la
comunicacién con el sistema inmune con las células epiteliales, asi como la produccién de

moléculas efectoras para la inhibicién y eliminacién (Elphick y Mahida, 2005; Bevins, 2006).

El epitelio intestinal es una capa de células epiteliales altamente selectivas, que no permite
el pasaje de antigenos, microorganismos y sus productos, pero si permite el paso de nutrientes
(aminodcidos, azicares), dcidos grasos, agua y electrolitos lo cual es mediado por un transporte
transcelular y uno paracelular (Kunzelmann y Mall, 2002; Danielsen y Hansen, 2006; Broer,
2008). Las uniones intercelulares estdn formadas por estructuras del citoesqueleto celular
(filamentos intermedios y microfilamentos) Algunas proteinas como ocludinas, claudinas,
microfilamentos de actina, se unen entre si e interactiian con las de las células vecinas, formando
las uniones y regulando de esta manera el transporte paracelular (Clayburgh et al., 2004; Visser
et al., 2009, Keita y Soderholm, 2010), que le confiere al epitelio la permeabilidad selectiva e

integridad de la barrera intestinal.

Las CP actdan como un efector importante de la inmunidad innata, a través de la secrecién
de péptidos antimicrobianos (Zasloff, 2002) como las defensinas que tiene accién directa sobre
las bacterias gram positivas y gram negativas (Kaser er al., 2008), ademds mantienen la
homeostasis a nivel de la cripta, manteniendo la viabilidad de las células madre. Los cambios en
la secrecidn de las CP, la activacién de los mecanismos de autofagia, y la disminucién de su
diferenciacién estdn relacionados con la proliferacién de microbiota patégena, cuadros
inflamatorios o cambios en los niveles de triptéfano en la dieta (Wehkamp et al., 2007, Cadwell
et al., 2008; Hashimoto et al., 2012). Las células plasmdticas de la ldmina propia secretan

inmunoglobulina A que tiene la funcién de limitar de forma directa la interaccidon de patégenos

53



con el epitelio intestinal, previniendo la colonizacién bacteriana y el consecuente dafio de las

células epiteliales (Mestecky et al., 1999; Santaolalla y Abreu 2012; Farre y Vicario, 2017).
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Figura 1: Estructura de la barrera intestinal. Creado con BioRender.com

Las diferentes tdinicas de la pared intestinal trabajan en forma coordinada para mantener
la homeostasis intestinal, el plexo mientérico controla la motilidad y propulsién del intestino
manteniendo la microbiota estable; el plexo submucoso controla los procesos de secrecion y
absorcién y ambos plexos mantienen comunicacion constante con las células del epitelio intestinal
y con las células de la submucosa, creando un ambiente estable para los procesos digestivos y
absortivos. Ademds, no permiten el dafio de la mucosa y el ingreso de microorganismos y sus
productos (Farré ef al., 2020). También existe una comunicacion constante con las placas de Peyer
y las células M, quienes junto con las CCAL juegan un rol importante en los procesos de tolerancia

intestinal (Allaire et al., 2018a).
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Los estimulos eferentes vagales y simpdticos extrinsecos y del sistema nervioso entérico
influyen en la estructura y funcién de la barrera intestinal, de forma directa a través de acetilcolina
y el polipéptido vasoactivo intestinal, la expresién de proteinas de las uniones estrechas y la
interaccion con células del sistema inmune como mastocitos y células plasmaticas (Kim y Ho,
2010). En condiciones de estrés y de inflamacién algunos mediadores producidos por los
mastocitos como TNFa, triptasa, factor de crecimiento nervioso (NGF) e interleucinas alteran la
expresion de claudinas en las uniones estrechas, afectando la permeabilidad de la membrana. Por
otra parte, la liberacién de serina proteasa de los mastocitos activa el PAR-2 en las células
epiteliales, lo que produce el desensamblado de las uniones estrechas (Bueno y Fioramonti, 2008;

Goldblum et al., 2011).

En las primeras etapas de desarrollo postnatal, el intestino sufre adaptaciones tanto a nivel
morfolégico como funcional; el epitelio madura y mejora los procesos de absorcién de nutrientes,
con incremento del drea absortiva. En esta etapa el TGI es colonizado por la microbiota comensal
y la microbiota potencialmente patégena; esta interaccion junto con la presencia del alimento, es
necesaria para completar el desarrollo del TGI, que en los primeros dias sufre un cambio
significativo, donde los procesos de proliferacion y maduracién de las células intestinales
cumplen un rol fundamental en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal (Quaroni,

1985a).

La microbiota comensal influencia la funcién de la barrera intestinal de forma directa por
estimulacién de la proliferaciéon de la células epiteliales o por induccién de la produccién de
citoquinas, y de forma indirecta por la sintesis de nutrientes esenciales como vitaminas y dcidos
grasos de cadena corta, que sirven como fuente de energia para las células epiteliales (Schuijt et

al., 2013).

La microbiota comensal, el epitelio intestinal y el sistema inmune asociado a mucosas
interactian entre ellos para mantener la homeostasis intestinal en la etapa postnatal. Las células
epiteliales juegan el rol mds importante porque son la barrera fisica de separacién entre los
microorganismos del lumen y las células del sistema inmune. La microbiota comensal influencia
la funcién de la barrera intestinal de forma directa por estimulacién de la proliferacion de la
células epiteliales a través de los patrones asociados a microorganismos (MAMPs) y metabolitos,
o por induccién de la produccién de citoquinas, y de forma indirecta por la sintesis de nutrientes
esenciales como vitaminas y dcidos grasos de cadena corta, que sirven como fuente de energia

para las células epiteliales (Ley et al., 2006; Goto y Kiyono, 2012; Schuijt et al., 2013). Mientras
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que las células del sistema inmune que son activadas por bacterias comensales a través de la
activacion de receptores de patrones de reconocimiento tipo Toll (TLRs) y receptores de dominios
tipo NOD (NLRs) (Vance et al., 2009, Takeuchi y Akira, 2010), afectan las funciones del epitelio
mediante la produccién de citoquinas inflamatorias como TNF. Por otro lado, citoquinas
inflamatorias producidas en la mucosa como TNF, linfotoxinas e IL.-6 contribuyen a la formacion
de tejidos linfoides secundarios y a produccién de Ig A y diferenciacion de linfocitos T para el

mantenimiento de la homeostasis intestinal (Goto y Kiyono, 2012).

De igual manera, las secreciones de las células epiteliales, asi como los productos de la
microbiota y de la degradacién de los alimentos, modifican el pH del lumen y de la mucosa
intestinal, el cual se debe mantener en niveles homeostaticos para cada porcion intestinal, ya que
su alteracién producen cambios en la microbiota y en los procesos de diferenciacidon y secrecion

del epitelio intestinal (Arnoldini ef al., 2018).

El pH determina la composicion de la microbiota presente en cada porcién intestinal
(Duncan et al., 2009), y los cambios que se puedan producir en el pH modifican la sensibilidad a
enfermedades gastroentéricas; tal es el caso de la infeccion por Helicobacter pylori, cuyo medio
adecuado para su proliferacion es cuando el pH luminal del estdmago y de la regién pildrica del
duodeno se incrementan acercandose a 7. Asi mismo, el H. pylori tiene una fuerte actividad de la
ureasa, produciendo altas concentraciones de amoniaco dentro de la capa de moco por hidrélisis
de la urea (Marshall y Langton, 1986; Graham ef al., 1992). Este incremento de amoniaco en el
lumen géstrico produce lesiones en la mucosa géstrica (Tsujii et al., 1992; Murakami et al., 1993;
Takeuchi ef al., 1995), retarda la reparacién de la mucosa (Suzuki et al., 2000) e induce apoptosis
de las células epiteliales y células mucosas (Smoot et al., 1990; Hagen et al., 1997) mediante la
liberacion del citocromo ¢ de las mitocondrias, seguida de activacion de las caspasas 9 y 3
(Suzuki et al., 2002), causando gastritis crénica y atrofia gédstrica que estdn directamente

relacionadas con el desarrollo del carcinoma géstrico (Marshall y Langton, 1986).

De igual forma, la acidificacion de la mucosa ocurre en la sepsis y esta relacionada con
cuadros de colitis ulcerativa que inducen la produccién de 6xido nitrico, y el consecuente
incremento de la permeabilidad epitelial por dafno del citoesqueleto mediado por oxidantes y
deplecion de ATP (Unno et al., 1997). Estudios en ratas y aves infectadas con Trichinella
zimbabwensis han demostrado que el aumento del pH y osmolaridad del intestino facilitan el
establecimiento y supervivencia del pardsito (Tortora y Grabowski, 2003; Magwedere y
Mukaratirwa, 2008). De igual manera, estudios sobre Escherichia coli han demostrado que su

proliferacién estd relacionada con la acidificacion de la mucosa intestinal, a través de la
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participacion de uroguanilina y guanilina que inducen la secrecion de HCO3™ y CI” via
transportadores de membrana (Joo et al., 1988), produciendo diarrea de tipo secretor. Por otro
lado, estas proteinas son ligandos exdgenos para la guanilil ciclasa acoplada a membrana que

sirve como receptor para la enterotoxina de la E. coli (Vaandrager, 2002).

La infeccion aguda por Samonella spp. produce activacion de las vias de sefializacion de
Wnt 1, el cual aumenta la acumulaciéon de B catenina nuclear y la activacién de células madre
para la incrementar los procesos de proliferacion y diferenciacion celular en el epitelio intestinal
(Liu et al., 2010; Lawhon et al., 2011; Kogut y Arsenault, 2015; Wang et al., 2018). Sin embargo,
en infecciones cronicas la Samonella spp. disminuye la activacién de Wnt 1 por ubiquitinacidn, e
incrementa la activacién de las vias de Wnt 11 y 12 favoreciendo la formaciéon de tumores y

cancer colorectal (Wang et al., 2018).

2.6.1 Importancia de los glicoconjugados en la barrera intestinal

Los glicoconjugados son glicoproteinas que poseen cadenas de oligosacdridos o
polisacdridos (glicanos) unidos de manera covalente a su estructura polipeptidica; son una clase
de carbohidratos complejos. Presentan una o mds cadenas de carbohidratos unidos a protefnas
mediante enlaces covalentes (para formar glicoproteinas, incluidos los proteoglicanos), o a lipidos
(para formar glicolipidos). Los carbohidratos presentes en estos glicoconjugados pueden
reconocerse mediante su capacidad de unirse especificamente a distintas lectinas que son
proteinas que tienen afinidad especifica por algunos monosacdridos libres o formando parte de

oligosacdridos (André et al., 2015; Brooks 2017; Kaltner et al., 2018).

De acuerdo a las caracteristicas del enlace entre las cadenas polipeptidica y oligosacdrida,
las glicoproteinas pueden dividirse en dos clases principales: a) las que contienen un enlace O-
glucosidico, en el que participan la serina o la treonina del esqueleto polipeptidico y el aziicar N-
acetilgalactosamina; ejemplos de este tipo de glicoproteinas son las mucinas, los proteoglicanos,
el coldgeno y las escasas proteinas nucleares y citosdlicas glicosiladas y b) las que contienen un
enlace N-glicosidico del que participa la asparagina y la N-acetilglucosamina. Estas
glicoproteinas se dividen en tres grupos: complejas, ricas en manosa e hibridas (Freitas y Cayuela,

2000; Murray et al., 2001; Barbeito et al., 2005).

Los glicolipidos y glicoproteinas que se localizan en la cara externa de la membrana
plasmadtica de los enterocitos forman el glicocdlix, de los cuales muchos de ellos sirven como
receptores para adhesion bacteriana (Murray et al., 2001; Barnich et al., 2007; Linden et al.,

2008). Entre 2 a 10% de carbohidratos, se hallan formando parte de glicoconjugados en el epitelio
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intestinal (De Robertis, 2003). El contenido liberado de las CCAL hacia el lumen contiene mucina
que al hidratarse en la luz intestinal forma una capa de mucus que protege al epitelio de la abrasién

y de la adhesion bacteriana (Zanuzzi, 2010).

La glicosilacién se produce principalmente en el reticulo endopldsmico y en el aparato de
Golgi (Murray et al, 2001; Berg et al, 2007), donde se encuentran las enzimas glicosiltransferasas
y glicosidasas, donde las primeras toman monosacdridos de moléculas donantes (UDP, GDP,
CMP) y los transfieren a la cadena oligosacérida en crecimiento, mientras que la segunda cataliza

la hidrolisis de un enlace glicosidico (Freitas y Cayuela, 2000).

La identificacién de los glicoconjugados presentes en el epitelio intestinal se realiza
mediante lectinhistoquimica, técnica por la cual en diferentes especies como humano, rata,
cobayo (Gorelick et al., 1982), porcinos (Jaeger et al., 1989; Gelberg et al., 1992; Chae y Lee,
1995; Barbeito et al., 2003), conejos (Zanuzzi et al., 2010), caballos (Galotta, 2006) se ha
determinado su presencia y las variaciones que muestran en el eje cripta-vellosidad. Con
diferencias entre porciones intestinales, entre distintas posiciones del eje cripta vellosidad y entre
especies (More et al., 1987; Brown et al., 1991; Doehrn et al., 1992). Ademds, en una misma
célula pueden variar durante los procesos de proliferacion, diferenciacién y maduracién celular
(Paulson y Colley, 1989). También, existen diferencias en cuadros inflamatorios y neoplésicos
(Dube y Bertozzi, 2005), diversos factores como la alimentacién, la microbiota, la estimulacién

del epitelio intestinal, etc. determinan el patrén de glicosilacién intestinal (Walker, 1988).

En humanos existen modificaciones en la expresion de glicoconjugados de las células del
epitelio intestinal en tumores de estémago y de intestino (Fischer et al., 1984; Danguy et al.,
1998), y en la enfermedad de Crohn (Cooper et al., 1987). Por ejemplo, Klein et al. (1981)
describieron que las lectinas PNA y RCA pueden ser usadas como marcadores de células
colénicas con diferenciaciéon anormal como en cancer coldénico. Las células de carcinomas
colénicos bien diferenciadas tienen afinidad para una o ambas de estas lectinas, a diferencia de lo
que sucede con células coldnicas normales, las mucinas de las CCAL son las que tienen mayor
reactividad, lo que indica que las mucinas en cdncer colénico presentan terminales N-
acetilgalactosamina, siendo la presencia de estos glicanos en la mucina el punto de cambio
bioquimico que precede a los cambios morfolégicos en la transformacién de células normales a

células malignas.

Diferentes virus, bacterias y hongos expresan en su membrana una amplia gama de

lectinas, las cuales les sirven para reconocer y unirse a glicoconjugados presentes en las células
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del hospedero, ayudando en la adhesién e invasion celular (Nilsson, 2007). Salmonella sp.
y Escherichia coli poseen lectinas de superficie (Barbeito et al., 2005), que tienen afinidad
principalmente por residuos de manosa y galactosa, respectivamente presentes en el glicocalix de

las células intestinales (Stryer, 1995; Freitas y Cayuela, 2000).

De igual forma, las bacterias producen una extraordinaria cantidad y diversidad de
glicanos, quienes se unen a la superficie celular del hospedero y activan la secrecidon de moléculas.
Las bacterias usan a estos glicoconjugados para multiplicarse y establecerse, y en otros casos para
invadir la superficie celular (Tytgat y Lebeer, 2014; Zhu y Wu, 2015). Esta superficie de glicanos
ofrece a las bacterias un rango de ligandos especificos que interactian con el hospedero, lo cual
desencadena la produccién de estrategias mucoliticas para ser atrapadas en la capa mucosa, lo
cual estd relacionado al grado de patogenicidad de estas bacterias. Por ejemplo, la capacidad
adhesion de las cepas de Salmonella typhimurium a la capa de moco intestinal estd directamente
relacionada con el grado de patogenicidad. Salmonella typhimurium produce sialidasa lo cual le
permite unirse preferentemente a sialomucinas que contienen acido sidlico (Hoyer et al., 1992;
Vimal et al., 2000). Si produce sialidasa lo que hace es sacar dcido sidlico y puede unirse a otros

residuos

En animales domésticos se determinaron alteraciones de los glicoconjugados en cuadros
de enteropatias proliferativas del cerdo (Riganti et al., 1997), enterotoxemia del conejo (Jelinek,
1996) y paratuberculosis bovina (Massone et al., 1991). Existe una correlacién directa entre la
capacidad de la bacteria de unirse a un tipo especifico de glicoconjugado y su grado de penetracion
a la barrera intestinal. Cada bacteria presenta enzimas especificas que le permiten degradar
glicidos especificos presentes en la capa moco, permitiendo que las lectinas presentes en la
superficie del pardsito se unan a gldicidos por los cuales tienen afinidad; tal es el caso de
la Entoameba histolytica, que posee una glicosidasa que le permite degradar a la N-
acetilglucosamina presente en la capa de moco, y las lectinas presentes en la superficie de los
trofozoitos se unen a la galactosa/N-acetilgalactosamina presente en el glicocalix de las células
epiteliales, lo que permite que el pardsito ingrese al epitelio (Chadee et al., 1987; Chadee et al.,
1988; Belley et al., 1999).

El Helicobacter pylori posee una glucosulfatasa que le permite remover el grupo éster
sulfato de glicoconjugados sulfatados, lo cual facilita la unién de la bacteria con los
glicoconjugados presentes en la membrana de las células epiteliales (Slomiany ez al., 1992; Bravo
y Correa, 1999). De igual forma, el H. pylory tiene la capacidad enzimética de alterar la estructura
oligomérica de la mucina, lo que permite que el patdgeno se mueva libremente en la capa de

moco, asistido por su flagelo altamente activo y su capacidad para disminuir la sintesis de mucina
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(Byrd et al., 2000; Windle et al., 2000). De igual forma, la unién de reovirus en mamiferos a las
mucinas es seguido por la expresiéon de una proteina mucolitica que facilita la penetracién del

virus a través de la barrera mucosa protectora del intestino (Bisaillon et al., 1999).

La fucosilacion de las células epiteliales intestinales juega un rol importante en el sistema
inmune de mucosas y puede prevenir infecciones con patégenos y el desarrollo de cuadros
inflamatorios como colitis y cincer de colon (Goto et al., 2016, Yu et al., 2019). Asi mismo la
fucosilacion de las células epiteliales intestinales es un mecanismo de simbiosis con la microbiota
hospedera, quienes utilizan la fucosa producida como parte de su dieta. Es un mecanismo regulado
por la microbiota y por células linfoides innatas del grupo 3 (ILC3s); proceso que requiere de
citoquinas como interleucina 22 y linfotoxina para su induccién (Goto et al., 2014); lo cual indica
una interaccion entre microbiota, células epiteliales e ILC3s (Goto et al., 2016). De igual manera,
el operon fimbrial std de la Salmonella typhimurium codifica las fimbrias Std de clase © que
tienen afinidad por las células fucosiladas del intestino, lo cual resulta en la colonizacién y

desarrollo del cuadro inflamatorio (Chessa et al., 2009; Suwandi et al., 2019).
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III. MATERIALES Y METODOS GENERALES

3.1 LUGAR DE EJECUCION

Las muestras de fetos fueron obtenidas de madres sacrificadas en el camal municipal de
Nufioa, departamento de Puno y del camal Municipal de Huancavelica, departamento de
Huancavelica y de madres sacrificadas en comunidades del departamento de Apurimac. Para la
obtencion de muestras de crias desde los O hasta los 45 dias de edad, se trabajé en comunidades
alpaqueras de Cuzco y Puno ubicadas a 3,800 m sobre el nivel del mar, con alimentacién y manejo
similares. Estos animales fueron trasladados a la estaciéon del Instituto Veterinario de
Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA) Marangani, para el desarrollo del trabajo. Las
muestras de alpacas adultas provinieron de animales sacrificados en el camal Municipal de
Nufioa, departamento de Puno. Las muestras obtenidas fueron procesadas y evaluadas en el
Laboratorio de Fisiologia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos y en el Laboratorio de Patologia General del Centro de
Diagnéstico de Sanidad Animal del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), en la

ciudad de Lima, departamento de Lima.

3.2 ANIMALES

Se trabajé con 83 animales distribuidos en 20 fetos, 60 crias y 3 adultos aparentemente
sanos (Cuadro 2). Los fetos provenian de madres aparentemente normales y que fueron
sacrificadas para consumo humano. La edad de los fetos se determiné mediante el didmetro

biparietal fetal (DBP) y la férmula establecida por Gazitua et al. (2001):

Edad gestacional= (DPB — 0.11376) 47.23287

Coeficiente de regresion r= 0.98
Significancia P< 0.001
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Las crias utilizadas en el presente estudio fueron compradas a productores que tenian
registro de nacimiento y que habian sido descartadas de la crianza por el tipo de vellén o por
presentar dafios en el sistema locomotor. Estos animales fueron trasladados al IVITA Marangani,
donde fueron evaluados antes del sacrificio, se utilizaron solo animales que se encontraban en
condiciones aparentemente sanos y que a la necropsia no presentaban lesiones aparentes en otros

érganos.

Las muestras de animales adultos fueron tomadas de individuos que al examen fisico se
encontraban aparentemente sanos y no presentaron lesiones en los 6rganos internos. El uso y
manejo de los animales se realizé de acuerdo a los Principios Directrices Internacionales para la

Investigacion Biomédica que Implique el Uso de Animal.

Cuadro 2: Distribucién de animales seglin grupo etario

Etapa Grupo etario N° animales Total

_ FIT 4

g F2T 11 20
= F3T 5
Oa7 13
\g 8als 9

% 16a21 10 60
< 22 a27 8
= 28236 10
< 37 a 45 10

Adultos 3 3
Total 83

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias), F2T: fetos de segundo tercio de gestacién (111-
229 dias), F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias).

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Evaluacion de los animales

Los animales (crias y adultos) fueron evaluados antes del sacrificio. Se tomaron
constantes fisiolégicas como temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, retorno
venoso, descartando los animales que presentaban deshidrataciéon o signos de trastornos

digestivos.
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3.3.2 Sacrificio de los animales
Crias: fueron sacrificadas por sobredosis de pentobarbital s6dico y luego desangradas; se
procedi6 a la apertura de la cavidad abdominal y se realiz6 un examen general para descartar

lesiones internas.

Adultos: fueron sacrificados siguiendo los protocolos de los camales Municipales de Nufioa y
Huancavelica. Luego del sacrificio se procedi6 a la apertura de la cavidad abdominal y con ayuda
del personal del camal se realizé la evaluaciéon de los érganos digestivos, escogiendo animales

que no presentaban lesiones internas.

3.3.3 Toma de Muestra

Fetos: después del sacrificio de las madres, los fetos fueron retirados del ttero y se procedio a la
medida del BDP y a la apertura de las cavidades abdominal y tordcica. Los fetos pequefios fueron
introducidos en recipientes con soluciéon de formol buferado al 10% para su fijacion. A los fetos
de mayor tamafio se procedio a retirar el tracto gastrointestinal e introducirlo en baldes con formol
buferado al 10%. Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Fisiologia Animal en la

ciudad de Lima.

El tracto gastrointestinal fue separado por porciones intestinales (duodeno, yeyuno, ileon,
ciego, colon ascendente, colon transverso y colon descendente), de los cuales se tomaron muestras
longitudinales de aproximadamente 1 cm en 3 puntos distintos de cada porcién intestinal, que se

fijaron en formol buferado al 10%.

Crias y adultos: después del sacrificio y la apertura de la cavidad abdominal, se retir6 todo el
tracto intestinal, identificindose las diferentes porciones. En cada porcién se procedié a
determinar el pH de la mucosa, para luego tomar muestras de aproximadamente 2 cm de longitud
en 4 puntos distintos en cada porcién intestinal. Las muestras fueron lavadas con una solucién de
formol al 10% que fue introducida en la luz intestinal con ayuda de una jeringa, luego fueron
colocadas en frascos que contenian formol buferado al 10% para su fijacién durante un tiempo

minimo de 48 horas y ser transportados al Laboratorio de Fisiologia Animal en la ciudad de Lima.

3.3.4 Procesamiento de muestras fijadas en formol

Las muestras fijadas en formol fueron reducidas a una longitud aproximada de 0,5 cm de
longitud y puestas en casetes individuales. Se procedi6 al lavado de las muestras contenidas en
los casetes durante 1 hora, luego se las colocé en el equipo de procesamiento de tejidos de la

marca Myr modelo STP120 (Espafia) durante 14 h. El proceso consistié en deshidratacion,

63



diafanizado, aclarado e impregnacién en parafina (Cuadro 3), segun el protocolo estandarizado
para muestras de mamiferos, del Laboratorio de Patologia General del Centro de Diagndstico de
Sanidad Animal del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA).

Cuadro 3: Protocolo de procesamiento histolégico de muestras de tejidos intestinales de

alpacas
Soluciéon Tiempo, h Proceso
1 Alcohol 80% 2
2 Alcohol 90% 2
3 Alcohol 95% N° 1 1
4 Alcohol 95% N° 2 1 Deshidratacion
5 Alcohol 100% N° 1 1
6 Alcohol 100% N° 2 1
7 Alcohol 100% N° 3 1
8 Xilol N° 1 1 Diafanizado
9 Xilol N° 2 1
10 Xilol N° 3 1 Aclarado
i é EZEZEEZ EO ; } Impregnacioén a 58°C

Total

._
n

Una vez terminado el procesamiento, las muestras fueron retiradas del equipo y se
procedié a su inclusién en bloques de parafina (tacos de parafina), para este proceso se utiliz el
centro de inclusién de tejidos modular de la marca Myr modelo EC 350 (Espafia). Los tacos
preparados fueron cortados en un micrétomo rotatorio de la marca Microm (Thermo Fisher)
modelo HM 350S (Alemania) obteniéndose cortes de 4 o 5 um de espesor segin la necesidad de

las diferentes técnicas.

Los cortes fueron colocados en 1dminas portaobjetos convencionales para el desarrollo de
técnicas histoldgicas e histoquimicas y ldminas portaobjetos preparadas con poly-L-lisina (Sigma,
EE.UU.) para inmunohistoquimica y lectinhistoquimica. Los cortes fueron almacenados en cajas

portaldminas para su posterior procesamiento.

3.3.5 Coloraciones desarrolladas

3.3.5.1 Hematoxilina Eosina (H-E)
Esta es una técnica bésica en los estudios histoldgicos. Consiste en el uso de la

hematoxilina que es basica y colorea estructuras 4cidas (baséfilas), a las cuales las tifie de colores
azul y purpura (zonas ricas en ribosomas y niicleos), mientras que la eosina que es 4cida tifie

estructuras basicas (aciddéfilas) de color rosa (zonas del citoplasma ricas en proteinas) (Cuadro 4)
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(AFIP; 1995; Bruce-Gregorios, 2006). Esta técnica se utilizé para estudios morfoldgicos, e

identificacion de enterocitos, CP y CCAL.

3.3.5.2 Tricréomico de Masson

Es una técnica de coloracidn especial que es una variedad dentro de las coloraciones

policrémicas en las que se utilizan tres colorantes y que permiten la demostracién selectiva de

diferentes tejidos. Se utiliza para la identificacién y diferenciacién entre fibras musculares y

colagenas, asi como para diferenciar fibrina y eritrocitos. Mediante esta técnica se puede realizar

una buena observacién de fibras coldgenas y hacer su diferenciacion desde edades muy

tempranas. Mediante esta coloracién se pueden observar las fibras coldgeno de color verde, lo

cual significa que el tejido conectivo serd de color verde. Las estructuras oxidadas como

citoplasma, glébulos rojos y tejido muscular se tifien de rojo y los nicleos de color azules

violdceos (Cuadro 5) (AFIP, 1995). Esta técnica fue utilizada en estudios morfoldgicos del

epitelio intestinal e identificacién de CP.

Cuadro 4: Protocolo de coloraciéon de muestras de intestino de alpacas con Hematoxilina-

Eosina
Proceso Solucién Tiempo
Xilol 1 10 min
Desparafinado Xilol 2 5 min
Desenerasad Alcohol 100° 1 10 min
esengrasaco Alcohol 100° 2 5 min
Alcohol 96° 1 5 min
. . Alcohol 90° 2 5 min
Hidratacion Alcohol 80° 5 min
Alcohol 70° 1 5 min
Agua destilada 1 5 min
Lavado Agua destilada 2 5 min
Coloracién Inmersién en Hematoxilina 3 min
Viraje Agua destilada 3 min
Agua corriente 5 min
Lavado Agua destilada 5 min
Coloracién Inmersién Eosina 3 min
Enjuague Alcohol 70° 3 inmersiones rapidas
Alcohol 95° 1 5 inmersiones rapidas
Alcohol 95° 2 5 inmersiones rapidas
Deshidratacion Alcohol 100° 1 5 inmersiones rapidas
Alcohol 100° 2 5 inmersiones rapidas
Alcohol 100° 3 5 inmersiones rapidas
Xilol 1 5 min
Aclarado Xilol 2 5 min
Montaje Permount
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Cuadro 5: Protocolo de coloracién de muestras de intestino de alpacas con Tricrémico de
Masson

Proceso Solucién Tiempo
New clear 1 10 min
Desparafinado
New clear 2 10 min
Desengrasado Alcohol 100° 1 10 min
Alcohol 100° 2 5 min
Alcohol 96° 1 5 min
Hidratacién Alcohol 96° 2 5 rn%n
Alcohol 70° 3 min
Alcohol 50° 1 3 min
Agua destilada 1 5 min
Lavado Agua destilada 2 5 min
Fijador Solucién de Bouin a 50°C 1 hora
Coloracion Hematoxilina de hierro de Wigert 10 min
Viraje Agua corriente tibia 10 min
Enjuague Agua destilada 5 inmersiones
Coloracién Fucsina 4cida - escarlata de Biebrich 15 min
Lavado Agua destilada 5 min
Diferenciar Acido fosfotingstico 10 min
Lavado Agua destilada Enjuague
Coloracién Verde luz 1 min
Enjuagar Agua destilada Enjuague
. L. Alcohol 100° 1 5 min
Deshidratado rapido Alcohol 100° 2 S min
New clear 1 5 min
Aclarado New clear 2 5 min
Montaje con new mount

3.3.5.3 Acido Peryodico de Schiff (PAS) - Azul Alcian (AA)

La utilizacién de esta técnica permite la deteccién en los tejidos de polisacdridos como
glucégeno y glicosaminoglicanos, como asi también de glicoconjugados como glicoproteinas. La
combinacion de la técnica del dcido periddico de Schiff y el azul alcian permite distinguir
glicosaminoglicanos dcidos, como el 4cido hialurénico, que se tifien de azul, de los otros
glicosaminoglicanos (polisacdridos y mucinas neutras conteniendo hexosas y desohihexosas con
grupos glicol vecinos) que se tifien con el PAS de color ptirpura a rojo (Cuadro 6). Para el
desarrollo de esta técnica se utilizaron ldminas con tejidos de 5 micrémetros de espesor y se siguid
el procedimiento establecido por Lev y Spicer, 1964 y desarrollado por AFIP, 1995. Esta técnica

fue utilizada para la identificacion de glicoconjugados asi como para la identificacion de CCAL.
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Cuadro 6: Protocolo de tincién de muestras de intestino de alpacas con Acido Peryédico de Schiff

- Azul Alcian (PAS-AA).

Proceso Solucion Tiempo
Desparafinado New clear | 10 m%n
New clear 2 10 min
Desengrasado Alcohol 100° 1 10 n}in
Alcohol 100° 2 5 min
Alcohol 96° 1 5 min
Hidratacion Alcohol 96° 2 5 min
Alcohol 70° 3 min
Alcohol 50° 1 3 min
Agua destilada 1 5 min
Lavado Agua destilada 2 5 min
Coloracién Azul Alcidn pH 2.5 30 min
Agua corriente 5 min
Lavado Agua destilada Enjuague
Diferenciar Acido peryédico 10 min
Agua corriente 3 min
Lavado Agua destilada Enjuague
Colorear Reactivo de Schiff 15 min
Viraje Agua corriente tibia 10 min
Lavado Agua destilada Enjuagar
Colorear Hematoxilina de Harris 20's
Viraje Agua corriente 3 min
Lavado Agua destilada 2 min
Alcohol 96° 1 3 min
. ., Alcohol 96° 2 5 min
Deshidratacion Alcohol 100° 1 5 min
Alcohol 100° 2 5 min
New clear 1 5 min
Aclarado New clear 2 5 min
Montaje New mount

3.3.5.4 Floxina Tartrazina

Esta es una técnica que permite visualizar especificamente los granulos de células de
Paneth, los cuales se observan de color rojo intenso. Para esta técnica se utilizaron cortes de 5 um

de espesor y se siguid el protocolo descrito por Lev y Spicer, 1964 y desarrollado por AFIP, 1995
(Cuadro 7).
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Cuadro 7: Protocolo para procesamiento de muestras de intestino de alpacas mediante la

coloracion Floxina Tartrazina.

Proceso Solucién Tiempo
New clear 1 10 min
Desparafinado New clear 2 10 m%n
Etanol 100° 1 10 min
Etanol 100° 2 10 min
Etanol 96° 1 5 min
Etanol 96° 2 5 min
Hidratacion Etanol 70° 3 min
Etanol 50° 3 min
Agua destilada 3 min
Hematoxilina de Harris 1 minutos
Agua destilada 3 min
Agua destilada 3 min
Agua destilada 3 min
Solucién A 30 min
Coloracion Agua destilada 3 min
Agua destilada 3 min
Agua destilada 3 min

Escurrir las laminas
Hasta que las

Solucién B inclusiones tifian de
r0jo
Etanol 70° 5 min
Etanol 96° 1 5 min
Deshidratado Etanol 96° 2 5 min
Etanol 100° 1 5 min
Etanol 100° 2 5 min
New clear 1 10 min
Aclarado New clear 2 10 min
Montaje Con New Mount

Nucleos: azules, granulos: rojos, resto de tejidos: amarillos
Solucién A: 0.5 gr de Floxina B, 0.5 g de Cloruro de calcio, enrasar en 1000 mL de agua destilada
Solucién B: 100 mL de 2-Ethoxy etanol, tartrazina hasta saturar la solucién

3.3.6. Técnica de Lectinhistoquimica (LHQ)

LaLHQ es una técnica de brinda un sistema de deteccidn altamente sensible a los cambios
en glicosilacién y expresion de carbohidratos que ocurren durante el desarrollo, crecimiento o
enfermedad. Las lectinas son proteinas de origen no inmune que reconocen de manera especifica
carbohidratos presentes en la membrana celular o en el citoplasma, aglutinan células y precipitan
conjugados. Las lectinas presentan como minimo dos sitios de reconocimiento de carbohidratos,
lo cual les da la capacidad para aglutinar células (Herndndez et al., 2005). Son utilizadas para

estudios de la estructura de las membranas celulares, estudios citogenéticos, de células malignas
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y enzimdticos, purificaciéon de glicoconjugados, y tipificacion de grupos sanguineos

(Hernandez et al., 1999).

La técnica de lectinhistoquimica ha sido empleada en diferentes tejidos animales de varias
especies, en condiciones normales o de enfermedad (Galotta, 2006; Takeuchi et al, 2007). Sirve
para evaluar cambios en la glicosilacion de los tejidos producto de enfermedades (Massone et al,
1991; Pifols, 1999; Sohn y Chae, 2000; Choi et al, 2003; Zanuzzi, 2010), modificaciones en la
dieta (Sharma et al., 1995; Schauer, 1997) o cambios en la microbiota (Chae y Lee, 1995).

Esta técnica se basa en la unién de las lectinas a cadenas de glicidos terminales
especificos que se encuentran libres o formando parte de glicoproteinas ubicadas en la membrana
celular, en las estructuras citoplasmaticas y nucleares y en la matriz extracelular de las células y
tejidos (Stoddart y Jones, 1998). Se utiliza una lectina marcada con biotina, para luego hacer la
amplificacién con streptavidina-biotina conjugada con peroxidasa para la deteccidn, luego de lo
cual se usa el crom6geno 373 diaminobencidina, el cual precipita la peroxidasa presente en el

conjugado lectina-avidina-biotina dando color a la reaccion.

Para el desarrollo de esta técnica se utilizaron 14 lectinas biotiniladas del Kit I y Kit II de
la marca Vector (Vector Laboratories, USA) (Cuadro 8). La preparacién de las lectinas para el
proceso se realizé diluyéndolas en albiimina sérica bovina (BSA) al 0.1%. De esta solucién madre
se prepara la solucién de trabajo para lo cual se utiliza en el caso de la lectina PNA 2.5 pl de
solucién madre en 500 ul de PBS; para el resto de las lectinas se utiliza 7.5 ul de solucién madre
en 500 ul de PBS; siendo esta solucién la que se utiliza para incubar las ldminas. El procedimiento
de la técnica de lectinhistoquimica empleada para intestino se describe en el Cuadro 9 (Zanuzzi
et al., 2010; Galotta et al., 2011). Como control positivo se utilizaron cortes de yeyuno y colon
de ratén y como control negativo se utilizaron cortes de intestino de alpaca, en las cuales se
reemplazd la lectina por BSA al 0.1%. Adicionalmente, al realizar la lectura de la lamina se

verificé que los eritrocitos no presenten coloracién marrén, lo cual fue el control negativo interno.
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Cuadro 8: Propiedades de lectinas (Vector Laboratories).

Lectina Nombre Afinidad
RCA-1 Ricinus communis 1 Gal
DBA Dolichos biflorus o GalNAc
GSL-1 Griffonia (Bandeiraea) aGal,a GalNAc
simplicifolia 1
SBA Soybean a>BGalNAc
SJA Sophora japonica BGalNAc
PNA Peanuts GalB3GalNAc
WGA Wheat gearm GIcNAc
SWGA Succinylated wheat germ GIcNAc
UEA-1 Ulex europaeus 1 aFuc
Con A Concanavalin A aMan,aGlc
LCA Lens culinaris aMan,aGlc
PSA Pisum sativum oMan,aGlc
PHA-L Phaseolus estructuras
vulgaris Leucoagglutinin complejas
PHA-E Phaseolus estructuras
vulgaris Erythroagglutinin complejas

Gal: D-Galactosa; GalNAc: N-Acetilgalactosamina; GlcNAc: N-Acetilglucosamina; Fuc: L-fucosa;
Man: manosa; Glc: D-glucosa

3.3.7 Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)

La técnica de inmunohistoquimica es una técnica que permite detectar, amplificar y
visibilizar in situ un antigeno especifico, que generalmente es una proteina, la cual se encuentra
a nivel tisular o celular, mediante el uso de anticuerpos especificos y el empleo de sistemas de
deteccion enzimaticos (Garcia-Caballero et al., 2014; Segovia et al., 2016). Para el desarrollo de
esta técnica se prepararon cortes de 5 pm de espesor que fueron colocados en ldminas portaobjetos
previamente embebidas con Poly-L-Lysina (P 8920, Sigma-Aldrich, USA); y luego dependiendo
del anticuerpo a usarse se desarrollaron 2 métodos; el método ABC descrito en el Cuadro 10 y el

método de Streptavidina-Biotina Peroxidasa descrito en el Cuadro 11.
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Cuadro 9: Protocolo para procesamiento de muestras de intestino de alpacas mediante la técnica
de lectinhistoquimica (LHQ).

Proceso Solucion Tiempo
New clear 1 12 min
. New clear 2 12 min
Desparafinado Etanol 100° 1 10 min
Etanol 100° 2 10 min
Bloqueo de peroxidasa Per6xido de hidrégeno al 3% .
endbégena en etanol 100° 30 min
Etanol 96° 1 3 min
Etanol 96° 2 3 min
. » Etanol 70° 3 min
Hidratacion Etanol 50° 3 min
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Buffer citrato 10 min-a 700 Watts
» (microondas)
Recupefaf:lon Enfriar 30 min
Antigénica PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Inactivacion de BSA 1% 30 min temperatura Amb

en camara himeda
18 horas a 4°C en camara

uniones especificas

Lectina (dilucidén segin

protocolo) himeda
Incubacién en lectina PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
... 30 min, camara humeda,
Streptavidina Temperatura ambiente
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
Diaminobenzidina 3'3 Tiempo controlado
Revelado Agua corriente Lavado
Agua destilada 2 min
Hematoxilina de Harris 15s
Coloracién de Agua corriente Lavado
contraste Agua corriente 5 min
Agua destilada 2 min
Etanol 70° 5 min
Etanol 96° 1 5 min
Deshidratado Etanol 96° 2 5 min
Etanol 100° 1 5 min
Etanol 100° 2 5 min
New clear 1 10 min
Aclarado New clear 2 10 min
Montaje con New mount

CH: camara humeda
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Cuadro 10: Protocolo para procesamiento de muestras de intestino de alpaca mediante la técnica
de Inmunohistoquimica (IHQ) por el método ABC.

Proceso Solucién Tiempo
New clear 1 12 min
Desparafinado New clear 2 12 m@n
Etanol 100° 1 10 min
Etanol 100° 2 10 min
Bloqueo de Peréxido de hidrégeno al 30 min
peroxidasa endégena 3% en metanol 100°
Etanol 96° 1 3 min
Etanol 96° 2 3 min
Hidratacion Etanol 70° 3 min
Etanol 50° 3 min
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Buffer citrato 10 min a 700 watts (microondas)
Recuperacion Enfriar 30 min
Antigénica PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Inactivacion de BSA 1% 30 min, CH, T° Amb
uniones especificas
Anticuerpo primario 18 horas a 4°C en CH
Incubacién anticuerpo PBS 1 5 min
primario PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
Anticuerpo secundario 30 min, CH, T° Amb
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Anticuerpo PBS 3 5 min
Secundario Enzima AB 30 min, CH, T° Amb
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
Diaminobencidina 3'3 Tiempo controlado
Revelado Agua corriente Lavado
Agua destilada 2 min
Hematoxilina de Harris 15s
Coloracién de Agua corriente Lavado
contraste Agua corriente 5 min
Agua destilada 2 min
Etanol 70° 5 min
Etanol 96° 1 5 min
Deshidratado Etanol 96° 2 5 min
Etanol 100° 1 5 min
Etanol 100° 2 5 min
New clear 1 10 min
Aclarado New clear 2 10 min
Montaje con New mount

T° Amb: temperatura ambiente, CH: cdmara hiimeda
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Cuadro 11: Protocolo para el procesamiento de muestras de intestino de alpacas mediante la
técnica de Inmunohistoquimica (IHQ), método Streptavidina-Biotina Peroxidasa.

Proceso Solucién Tiempo
Xilol 1 12 min
. Xilol 2 12 min
Desparafinado Etanol 100° 1 10 min
Etanol 100° 2 10 min
Bloqueo de Peréxido de Hidrégeno al 30 min
peroxidasa endégena 3% en etanol 100°
Etanol 96° 1 3 min
Etanol 96° 2 3 min
Hidratacion Etanol 70° 3 min
Etanol 50° 3 min
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Buffer citrato 10 min a 700 Watts
., (microondas)
Recuperacion Enfri 30 min
Antigénica nar .
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
Inactivacion de BSA 1% 30 min T° Amb, CH
uniones especificas
Anticuerpo primario 18 horas a 4°C, CH
Anticuerpo Primario PBS 1 > i
PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
Streptavidina 30 min, céma@ himeda,
T° ambiente
PBS 1 5 min
PBS 2 5 min
PBS 3 5 min
Diaminobencidina 3'3 Tiempo controlado
Revelado Agua corriente Lavado
Agua destilada 2 min
Hematoxilina de Harris 15s
Coloracién de Agua corriente Lavado
contraste Agua corriente 5 min
Agua destilada 2 min
Etanol 70° 5 min
Etanol 96° 1 5 min
Deshidratado Etanol 96° 2 5 min
Etanol 100° 1 5 min
Etanol 100° 2 5 min
Xilol 1 10 min
Aclarado Xilol 2 10 min
Montaje con Permount

T° Amb: temperatura ambiente, CH: cdmara himeda
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IV. CAPITULO I: ESTUDIO MORFOLOGICO Y MORFOMETRICO DEL
EPITELIO INTESTINAL A LO LARGO DE LA ONTOGENIA

4.1 OBJETIVO

Determinar los cambios morfol6gicos y morfométricos del epitelio intestinal en alpacas
en diferentes etapas de desarrollo.

4.2 METODOLOGIA
Para cumplir con el objetivo, el estudio se dividi6 en tres partes: 1) evaluacion del pH de
la mucosa intestinal, 2) estudio del desarrollo morfolégico y 3) estudio de los cambios

morfométricos del epitelio intestinal.

4.2.1 Evaluacion del pH de la mucosa intestinal

La determinacién del pH de la mucosa intestinal se realiz6 en crias y en adultos,
tomandose los valores de los recién nacidos como punto de inicio, ya que estos animales no
consumieron calostro. La determinacion del pH intestinal se realizé porque este es uno de los
factores que influye en los procesos de diferenciacién y maduracién del epitelio intestinal, asi

como variaciones en el pH intestinal induce a cambios en el medio ambiente intestinal.

Después de la apertura de la cavidad abdominal e identificacion de las diferentes
porciones intestinales (duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon ascendente, colon transverso, colon
descendente). En cada porcion se realizé un corte longitudinal de la pared exponiendo la mucosa,
se retird el material presente en el lumen intestinal con pinzas y se procedié a realizar la
determinacién del pH de la mucosa de forma directa con un electrodo de membrana plana del
potenciémetro modelo 826 mobile de la marca Methrom (Suiza). El equipo fue calibrado con
anterioridad con soluciones estdndares de la marca. Para la determinacion del pH de la mucosa,

en cada porcion se utilizé diferente material de diseccion, evitando de esta manera valores de pH
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erréneo debido a contenido intestinal procedentes de otras porciones. La determinacién del pH se
realizé en 3 puntos diferentes de cada porcion intestinal. El andlisis de los resultados se realiz
por comparacién de medias, andlisis de varianza de una sola via con un grado de significancia

p<0.05; los resultados se expresaron en tablas indicando la media + desvio estandar.

4.2.2. Estudio del desarrollo morfolégico

La descripcion morfolégica de las diferentes porciones intestinales en las etapas fetales,
crias y adultos, se realizé6 en ldminas coloreadas con Hematoxilina-Eosina (Cuadro 4). Se
utilizaron ldminas coloreadas con Tricrémico de Masson (Cuadro 5) y 4cido periddico-reactivo
de Schiff (PAS) - Azul Alcian (AA) (Cuadro 6) para identificar estructuras especificas de la pared
intestinal. En cada porcién intestinal se describieron las diferentes tinicas de la pared intestinal:
serosa, muscular, submucosa y mucosa, describiendo en la mucosa el tipo de epitelio, las
poblaciones celulares, y la estructura de vellosidades y criptas (Iji et al., 2001; Buhay, 2006;
Forder, 2007; Zanuzzi, 2010).

La lectura de las laminas se realizé con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania)
con oculares HC Plan S de gran campo 10x/22 M, objetivos N Plan 5x/0.12, N Plan 10x/0.25
PH1, HC PL Fluotar 40x/0.80 PH2, N Plan 63x/0.80 y HC PL APO 100x/1.40 PH3. Para la
captacion de imégenes se utilizd la cdmara digital de alta definiciéon ICC50 W (Leica, Alemania)
y se utilizé un Ipad Modelo MP2G2CL/A (Apple, EE.UU.) en donde se instald la aplicacion Leica

Airlab (Leica, Alemania).

4.2.3. Estudio de los cambios morfométricos del epitelio intestinal

Se utilizaron ldminas de las diferentes porciones intestinales, coloreadas con H-E (Cuadro
3). La lectura de las ldminas se realiz6 con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania) con
oculares HC Plan S de gran campo 10x/22 M, objetivos N PLAN 5x/0.12, N PLAN 10x/0.25 PH1
y HC PL Fluotar 40x/0.80 PH2. Las imédgenes fueron captadas con la cimara DFC7000 T (Leica,
Alemania), almacenadas y procesadas mediante el programa LAS V4.12 (Leica, Alemania)
instalado en una computadora portétil Intel core i7 de 7ma generacién (Inspiron 14 7000, marca

Dell); las imégenes se tomaron en formato TIFF (Portiansky et al., 2005).
En cada muestra se determinaron las siguientes variables:

. Espesor de la pared intestinal: para la determinacion del espesor de la pared intestinal,
se midi6 la distancia entre la punta de la vellosidad y la serosa. En cada muestra se

determinaron 15 medidas, las cuales fueron expresadas en micrémetros (um).
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o Espesor de la mucosa intestinal: el grosor de la mucosa intestinal se determiné midiendo
desde la punta de la vellosidad hasta la muscular de la mucosa. Se tomaron 15 mediciones,

las cuales fueron expresadas en micrémetros (um).

. Niimero de vellosidades x mm de longitud: se conté el nimero de vellosidades
existentes en 1 mm de longitud de mucosa; se realizaron 10 mediciones por cada porcién

intestinal de cada animal.

o Numero de criptas de Lieberkithn x mm de longitud: se conté el nimero de criptas
que descansan verticalmente sobre la muscular de la mucosa en 1 mm de longitud, se

realizaron 10 mediciones por cada porcién intestinal de cada animal.

o Longitud de vellosidad intestinal: Se evaluaron 25 ejes criptas-vellosidades completos
cuya cripta alcanza la muscular de la mucosa, de cada muestra por porcion intestinal de
cada animal. Para la determinacion de la longitud de la vellosidad se midi6 la distancia
entre la punta de la vellosidad y el inicio de la cripta. Las medidas se expresaron en

micrémetros (um).

° Ancho de vellosidad intestinal: A las vellosidades previamente analizadas, se les midi6
el ancho en tres zonas (zona apical, zona media y zona basal), para luego obtener el
promedio de las 3 que fue considerado como ancho de la vellosidad. Las mediciones se

expresaron en micrometros (Lm).

. Longitud de cripta de Lieberkiihn: Se evaluaron las 25 criptas de los ejes cripta
vellosidad antes evaluados, en ellos se determiné la longitud de la cripta para lo cual se
midié la distancia desde el inicio de la cripta hasta la base de la cripta. Las mediciones se

expresaron en micrometros (Um).

° Ancho de cripta de Lieberkiihn: Se evaluaron las criptas antes estudiadas, para
determinar el ancho de la cripta se realizaron mediciones en 3 zonas de la cripta (zona
apical, zona media y zona basal), que se promediaron para obtener el valor considerado

como ancho de la cripta. Los resultados se expresaron en micrémetros (Um).

Los resultados obtenidos fueron analizados por comparacién de medias con andlisis de

varianza de una via y fueron puestos en cuadros expresados en valores de media + desvio estandar.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. pH Intestinal

Los valores del pH de la mucosa intestinal fueron constantes en cada porcién y en los
diferentes grupos etarios; sin embargo, al comparar las porciones del intestino delgado (duodeno,
yeyuno e ileon) a las del intestino grueso, estas presentan una ligera acidez, que va desde 6.24 +
0.30 a 6.91 + 0.33, comparado al intestino grueso (ciego, colon) donde hubo tendencia a la

neutralidad-alcalinidad con valores que van desde 6.43+0.14 a 7.48+0.01.

En intestino delgado los valores de pH més bajos se observaron en duodeno, mientras que
en ileon se observaron los més elevados; principalmente en las primeras edades hasta los 21 dias
de edad, luego sufrié un ligero descenso. En intestino grueso los valores més altos se observaron
en colon transverso y colon descendente, siendo estos valores superiores a 7 al momento del
nacimiento y en crias de 16 a 45 dias. Tanto en {leon como en todo el intestino grueso se
observaron los valores de pH mads altos en crias recién nacidas, mientras que los valores més bajos

se observaron en todas las porciones intestinales de animales adultos (Cuadro 12).
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Cuadro 12: pH de la mucosa intestinal de alpacas.

Porcion intestinal

, . . Colon Colon Colon
Edad, dias Duodeno Yeyuno Tleon Ciego Ascendente Transverso Descendente
X +DS X+DS X+DS X+DS X+DS X+DS X+DS
Recién nacido  6.37+0.01>'  6.63+0.04%¢! 7.31£0.01%! 7.08+0.04b¢:12 6.90+0.01b¢! 7.25+0.01b! 7.11£0.01%!
1-7 6.49+0.22%1  6.67+0.152b! 7.11+0.29b1:23 6.51+0.2%! 6.62+0.28%! 6.8620.422.b:12 6.77+0.25b:1.2
8-15 6.29+£0.2781  6.47+0.26%12 7.03£0.242123 6.55+0.66%!2 6.9440.26%! 6.96+0.44%12 6.90+0.20~12
16-21 6.50+0.37%! 6.6020.20! 6.76+0.252%34 6.77+0.38212 6.97+0.42%! 7.11+018>! 6.80+0.39%12
22-27 6.3440.14! 6.64+0.14%! 7.20+0.14¢12 7.11£0.01¢412 6.91+0.01¢! 7.48+0.01¢! 7.17+0.01¢!
28-36 6.18+0.19%! 6.67+0.09%! 6.860.22bc1.2.3.4 7.16+0.08¢2 6.99+0.280¢1 7.1240.19¢! 7.1340.14<!
37-45 6.4240.123! 6.74+0.24%! 6.67£0.192034  6.87+0.12b<12 6.77+0.27%! 7.1320.07¢! 7.1020.14¢!
Adultos 5.68+0.142 6.16+0.14%2 6.40+0.11¢# 6.58+0.09<12 6.47+0.07¢! 6.4320.14¢2 6.48+0.05¢2

X: media, DS: desvio estandar
abede: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05
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4.3.2. Morfologia Intestinal

El desarrollo del tracto intestinal de la alpaca se observd desde el primer tercio de
gestacion, identificindose las diferentes porciones intestinales que caracterizan al adulto. El
desarrollo del tracto digestivo de la alpaca sigue dos ejes independientes de desarrollo craneo

caudal, uno en el intestino delgado y otro en el intestino grueso.

El desarrollo del intestino delgado va de duodeno a ileon, el duodeno y el yeyuno se
pueden diferenciar desde el dia 46; mientras que el {leon, recién se observa hacia los 56 dias de
gestacion. En el caso del intestino grueso su desarrollo va de colon ascendente a colon
descendente. A los 46 dias se observa una sola porciéon de intestino grueso, la cual es menos
desarrollada que el intestino delgado. A los 56 dias se observan el colon ascendente y el colon
descendente mientras que el colon transverso se reconoce recién hacia los 80 dias. El ciego se

observa hacia los 56 dias y sigue un patrén de desarrollo independiente.

4.3.2.1. Intestino Delgado
4.3.2.1.1 Duodeno

4.3.2.1.1.1 Periodo Fetal

Primer tercio: A los 46 dias de gestacién se puede observar que la diferenciacion del epitelio
sigue un patrén craneocaudal, se reconocen pequefias evaginaciones con un eje mesenquimatico
en la region craneal. En este estadio, el epitelio duodenal es estratificado cilindrico; se observan
algunas células con citoplasma no tefiido con H-E. No existe una separacion entre la ldmina propia
y la submucosa, también se observa que la muscular propia ha comenzado a diferenciarse, y se
pueden reconocer sus capas longitudinal externa y circular interna, también se observan algunas

células nerviosas entre las dos capas musculares (Figura 2).
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Figura 2: Duodeno de fetos de alpaca de 46 dias de gestacion. a) 10x, b), ¢), d) 40x. E: epitelio, SM:
submucosa, CM: células musculares, CN: células nerviosas, S: serosa; VS: vaso sanguineo, CI: circular
interna, LE: longitudinal externa, Ev: evaginaciones. Coloracién H-E.

A los 56 dias, se puede observar en las evaginaciones, que el eje de tejido conectivo es
mads celular y la sustancia intercelular es mas eosindfila, mientras que en el resto del 6rgano se
mantiene el aspecto mesenquimdtico indiferenciado en este tejido. En el epitelio de las
evaginaciones, el niimero de capas se reduce notablemente y en las zonas mas apicales es de tipo
simple (Figura 3a,). En la regién més caudal atin no se observan evaginaciones (Figura 3b). En el
epitelio aparecen algunas células pélidas que tienen un aspecto que recuerda al de las CCAL
(Figura 3b, d). Al dia 80 de gestacion (Figura 4a, b) se puede observar evaginaciones en todo el

duodeno.
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CCAL: células caliciformes, VS: vasos sanguineos. 40x. Coloracién H-E.

A los 103 dias se observaron pequeias proyecciones de la mucosa en todo el duodeno, el
epitelio es estratificado cilindrico. Se pueden observar 3 tipos celulares: 1) células epiteliales
cilindricas con nicleo central y citoplasma coloreado y 2) células con citoplasma cromé6fobo de
forma globosa con nidcleo hacia la base de la célula y 3) célula con citoplasma croméfobo de

tamafio pequefio y forma alargada, con nicleo central (Figura 4c, d).
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Flgura 4: Duodeno de fetos de alpaca de primer tercio de gestacion. a) 80 dias; 10x. b) 80 dias, 63x.
c), d) 103 dias, 40x. Ev: evaginaciones; LP: ldmina propia, CE: células epiteliales, CCr: células
cromofobas, CCAL: células caliciformes. Coloracion H-E.

Segundo tercio: Entre los 117-119 dias aparecen invaginaciones en la porcion craneal. El epitelio
es cilindrico simple en casi todo el segmento, aunque en algunas zonas atn es estratificado.
Algunas células poseen el aspecto tipico de CCAL. Otras células presentan un citoplasma péalido

pero mantienen la forma cilindrica tipica (Figura Sa, b).

Entre los 124 y 164 dias, las caracteristicas son similares, pero las invaginaciones se hacen
mads manifiestas. Se observa una condensacion apical y ribete en cepillo en las células epiteliales
que no tienen aspecto de CCAL. Las diferencias regionales no son tan evidentes como en edades

previas (Figura 5c¢).

Entre los 207 y 221 dias, el epitelio es cilindrico simple en toda la extension. Al final del
periodo comienzan a observarse pliegues que incluyen mucosa y submucosa. Los enterocitos

tienen un citoplasma palido, especialmente en las invaginaciones (Figura 5d).
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Figura 5: Duodeno de fetos de alpaca de segunﬁ
dias, 63x. d) 207 dias, 40x. Coloracién H-E.
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o‘tercio de gestacion. a), b) 119 ias;40x. c) 164 |

Tercer tercio: A los 230 dias, las evaginaciones tienen una forma mas digitiforme con el aspecto
tipico de vellosidades; en este momento se observan CP en las invaginaciones. A los 293 dias se
observan glandulas de Briinner con un predominio de células mucosas, aunque algunas son de
aspecto seroso (Figura 6a, b). La muscular de la mucosa se va haciendo continua y en el eje de
las vellosidades se forma el miisculo de Briicke (Figura 6¢, d). Las gldndulas son mds abundantes

al final del periodo y los pliegues mas evidentes.

Al final de la gestacidn, la mucosa estd mas organizada; el nimero de pliegues, criptas y
vellosidades es mayor. Las criptas son mds profundas, se pueden observar células en mitosis cerca
de la base, CP bien diferenciadas en la base y algunas células de aspecto mucoso. En las

vellosidades se observan CEE y linfocitos intraepiteliales (Figura 6e, f, g, h).
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Figura 6: Duodeno de fetos de alpaca de tercer tercio de gestacion. a), c¢), d) 293 dias; 63x. b) 293
dias, 40x. ) 317 dias, 10x. f), g), h) 334 dias, 40x. GB: glandulas de Briinner, MM: muscular de la mucosa,
C: cripta, MB: musculo de Briicke, CCAL: caliciformes, e: enterocitos, 40x. Coloracién H-E.
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4.3.2.1.1.2 Periodo posnatal

En el neonato, las caracteristicas morfoldgicas son muy similares a las descritas para el
final de la gestacion; aunque las vellosidades son mas cortas y las criptas mas profundas; el tejido
conectivo de la submucosa es menos abundante y las gldndulas de Briinner estdn formadas por
completo por células mucosas y por lo tanto su luz es mds amplia. En algunos sectores de la
porcién mas caudal comienzan a desaparecer las glandulas de Briinner, que hasta este momento
se extendian por todo el sector. Los enterocitos con un aspecto palido caracteristico de la etapa
fetal se mantienen (Figura 7a, b, ¢, d). En las primeras 24 horas post nacimiento se observa
abundante muerte celular con descamacién que va de la punta a la base de la vellosidad (Figura
8a, b, c), proceso que va desapareciendo hacia el dia 4 de edad (Figura 8d), y ya no se registra en
el dia 5 (Figura 8e). En los dias posteriores el epitelio no presenta mayores cambios (Figura 8f,

g). Durante la segunda semana hay un incremento de la infiltracién celular (Figura 8h).
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de cﬁ’as de alpaca recién-nacidas. a), b) ¢) 10x d) 40x. Coloracién H-E.
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Figura 8: Duodeno de crias de alpacas. a), ¢) 1 dia, 10x. b) 1 dia, 40x. d) 4 dias, 40x. e) 5 dias, 40x. f),
g) 7 dias, 10x. h) 15 dfas, 10x. Coloracién H-E.
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Del dia 16 al dia 21 se incrementa el nimero de pliegues y al final de este se observan en
laregion caudal agregados linfoides de gran tamaiio en la submucosa (Figura 9a). Desde esa edad

y hasta la edad adulta, las caracteristicas histolégicas no se modifican con respecto a lo observado

en los animales jovenes (Figura 9b, c, d).
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Figura 9: Duodeno de crias de alpacas. a) 18 dias, 40x. b) 31 dias, 40x. c) 45 dias, 10x. d) 43 diaé, 40x.
Coloracién H-E

4.3.2.1.2 Yeyuno

4.3.2.1.2.1 Periodo fetal
Primer tercio: A los 46 dias, la luz del 6rgano se observa bastante ocluida. Con respecto al

proceso de diferenciacion del epitelio intestinal, el yeyuno muestra un menor desarrollo en
comparacién con el duodeno, el epitelio es cilindrico estratificado, con més capas que el del
duodeno y con presencia de células de citoplasma no coloreado. Se observan pequenas
evaginaciones con un eje de tejido mesenquimatico no diferenciado. La muscular propia se puede
observar en proceso de diferenciacion, sin ser muy clara la diferenciacién entre las capas circular

interna y longitudinal externa (Figura 10a).

Entre los dias 56 y 80, se observan evaginaciones, que son mas pequefias hacia caudal. El

epitelio es muy similar al observado en el periodo previo, aunque en algunas zonas el niimero de
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capas se reduce (Figura 10b, c) En algunas regiones se observan diferencias entre la lamina propia
y la submucosa e inclusive pueden reconocerse algunas fibras musculares correspondientes a la
futura muscular de la mucosa. La muscular propia presenta las dos capas bien diferenciadas

(Figura 10c, d).

A los 103 dias las evaginaciones van tomando un aspecto digitiforme con epitelio

cilindrico simple o a lo sumo biestratificado con ribete en cepillo. La diferenciaciéon de las

distintas tinicas es mayor.
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Figura 10: Yeyuno de fetos de alpaca de primer tercio de gestacion. a) 46 dias, b) 56 dias, ), d) 80
dias. Ev: evaginaciéon, CM: células musculares, CCAL: células caliciformes, E: epitelio, LE: capa
longitudinal externa, CI: capa circular interna, LP: 1dmina propia, SM: submucosa, CN: células nerviosas.
40x. Coloracién H-E.

Segundo tercio: Al inicio del periodo las caracteristicas son similares a las del final del segundo
tercio de gestacion. Entre los 119 y 145 dias, las evaginaciones digitiformes ya poseen la forma
tipica de vellosidades, que estidn recubiertas por un epitelio cilindrico simple, que hacia la base
de las evaginaciones es cilindrico estratificado (2 capas). Son evidentes las CCAL. La zona

craneal siempre presenta un desarrollo méas avanzado que la caudal (Figura 11a).
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Entre los 162 a 207 dias, las evaginaciones son mas largas y el epitelio es cilindrico
simple, aunque en los estadios més tempranos puede ser biestratificado en la base. Entre los 216

a 221 dias, se observan pliegues que involucran a la mucosa y la submucosa. Los enterocitos

poseen dreas sin colorear que le otorga un aspecto vacuolado (Figura 11b, c, d).

Figura> 11: Yeyﬁno de fetos de alﬁéca de seg;mdo tercio de gestacion. a) 119 dias; b), ¢) 207 dias; d)
216 dias. CCAL: células caliciformes, LE: capa longitudinal externa, CI: capa circular interna, LP: lamina

propia, SM: submucosa, S: serosa. 40x. Coloracién H-E.

Tercer tercio: Al dia 230 de gestacion, la estructura es similar a la encontrada al final del segundo
tercio (Figura 12a). Entre los 293 a los 340 dias, los pliegues son mds manifiestos (Figura 12b, c,
d, e), aparecen invaginaciones bien desarrolladas en la base de la vellosidad, y se observa el
musculo de Briicke bien definido. Entre los 325 a 340 dias, algunos enterocitos tienen un aspecto
muy similar a los enterocitos maduros. Al final del periodo comienzan a observarse linfocitos

intraepiteliales (Figura 12f, g, h).
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Figura 12: Yeyuno de fetos de alpacas de tercer tercio de gestacion. a) 230 dias, 40x; b), c), d) 293
dias, 40x e) 317 dias, 10x; f) 321 dias, 40x; g) 325 dias, 40x; h) 334 dias, 40x. CCAL: células caliciformes,
CI: capa circular interna, CP: células de Paneth, QC: quilifero central; e: enterocitos, evf: enterocito

vacuolado fetal, MB: musculo de Briicke, C: cripta. Coloracién H-E.

90



4.3.2.1.2.2 Periodo posnatal

En el momento del nacimiento, el aspecto es muy similar al encontrado al final del periodo fetal.
Aparece en el yeyuno craneal una estructura en forma de gotera que en la base y laterales tiene
epitelio plano estratificado y mucosa aglandular (Figura 13). Comienza en el dpice de la
vellosidad un proceso que descamacién que se hace mucho mas evidente al dia siguiente (dia 1)
y que va dirigiéndose hacia la base de la vellosidad. Se ven grandes cantidades de células muertas
en el dpice de las vellosidades. A los 3 dias, continda el proceso de recambio celular. En el dia 4,
los enterocitos vacuolados solo persisten en la punta de la vellosidad y en el dia 5 la totalidad de

los enterocitos ya tienen un aspecto maduro. La infiltracién linfoidea es muy manifiesta desde el

nacimiento. A partir de este momento, la estructura es similar a la observada en el adulto (Figura

14).
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Figura 14: Yeyuno de alpacas etapa postnatal. Crias: a) 1 dia, 10x. b), ¢), d) 1 dia, 40x. e) 4 dias, 40x.
f) 5 dias, 40x. g) 17 dias, 10x. h) adulto, 40x. AL: agregado linfoide, evf: enterocito vacuolado fetal, CA:
células en apoptosis, QC: quilifero central, CCAL: células caliciformes. Coloraciéon H-E.

.
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4.3.2.1.3 Tleon

4.3.2.1.3.1 Periodo fetal

Primer tercio: Esta regién comienza a visualizarse en el dia 80 del desarrollo prenatal; en ese
momento aparecen pequeflas evaginaciones con eje mesenquimatico y se encuentran diferencias
entre la futura ldmina propia y la submucosa. La muscular propia se observa con sus dos capas en
proceso de diferenciacion. El epitelio es cilindrico estratificado con algunas células de citoplasma
no coloreado. A los 103 dias las evaginaciones son mds grandes pero contindan recubiertas por
un epitelio cilindrico estratificado, con evaginaciones en su polo apical (ribete en cepillo), ademas

se pueden observar CCAL (Figura 15).

Segundo tercio: Entre los 117 y 119 dias las evaginaciones son mas grandes. Estdn recubiertas
por un epitelio cilindrico estratificado que hacia la punta se hace simple; las CCAL son evidentes.
Entre los 124 y 129 dias, las evaginaciones son digitiformes y comienzan a asemejarse a las
vellosidades tipicas; estdn recubiertas por un epitelio cilindrico simple y en su base hay pequeiias
invaginaciones. En la base de las evaginaciones y en el espacio entre ellas, el epitelio atin presenta,
en muchas zonas, dos capas celulares. Entre los 145 a 164 dias la estructura es similar, aunque
aparecen, en un gran numero, enterocitos vacuolados. Entre los 207 a 216 dias, se observan
pliegues que involucran mucosa y submucosa. En el dia 221 se reconocen criptas muy pequeiias,

ademds se observa el misculo de Briicke en el eje de las vellosidades (Figura 16).

Tercer tercio: En el dia 230, se puede observar agregados linfoides en la lamina propia y
linfocitos intraepiteliales. En la zona en que los agregados linfoides contactan con el epitelio éste

se hace mds aplanado. Las vellosidades y las criptas estdn mejor organizadas.

A los 293 dias las vellosidades y criptas son similares a las postnatales. Se pueden
observar CP en las criptas, asi como CCAL y enterocitos vacuolados en las vellosidades, estas
dltimas hasta el final del periodo forman la mayor parte del epitelio. Durante esta etapa comienzan
a observarse evaginaciones con la forma tipica de los domos relacionados con las Placas de Peyer

(Figura 17).
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Figura 15: Ileon de fetos de alpacas de primer tercio de gestacion. a) 80 dias, 10x. b), ¢) 80 dias, 40x.
d) 103 dias, 40x. e) 119 dias, 10x. f) 119 dias, 40x. Ev: evaginacién, SM: submucosa, CCAL: células
caliciformes, CN: células nerviosas, LE: capa longitudinal externa, CI: capa circular interna, E: epitelio,
LP: ldmina propia. Coloracién H-E.
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Figura 16: Ileon de fetos de alpacas de segundo tercio de gestacion. a), b) 119 dias, 40x. ¢), d), e)
207 dias, 40x. f) 221 dias, 40x. LP: ldmina propia, CN: células nerviosas, CCAL: células caliciformes, CI:

capa circular interna, LE: capa longitudinal externa, E: epitelio, SM: submucosa. Coloracién H-E.
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¢) 325 dias, 40x. d) 334 dias, 10x e). f) 334 dias, 40x. LI: linfocito intraepitelial, AL: agregado linfoide,
CP: célula de Paneth, evf: enterocito vacuolado fetal. Coloracién H-E.

4.3.2.1.3.2 Periodo posnatal
En los neonatos se observan enterocitos vacuolados; hacia los 2 a 3 dias son evidentes los

procesos de muerte celular y descamacién en las vellosidades, con abundante infiltracion
linfoidea y de polimorfonucleares (Figura 18). A los 4 dias, la mayoria de los enterocitos

vacuolados se eliminaron y a los 5 dias han sido reemplazados por células de aspecto maduro.

Hacia los 15 dias, el aspecto es similar. Se observa la morfologia caracteristica de los

domos, aunque atin el epitelio se mantiene cilindrico. A los 18 dias, se observan las placas de
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Peyer con epitelio asociado al foliculo; a partir de este momento la estructura del {leon se conserva

idéntica hasta la adultez (Figura 19).

W v v s
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Figura 18: Tleon de crias de alpacas. a) Recién nacido, 10x. b) 2 dias, 40x. c), d) 3 dias, 10x. e), ) 3

dias, 40x. LI: linfocito intraepitelial, PP: placa de Peyer, evf: enterocito vacuolado fetal. Coloracién H-E.
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Figlira 19: Ileon de alpacs étapa postnatal. Crias: a) 4 dias, 40x. b) 5 dias, 5x. c¢) 15 dias 40x. d) 17

dias, 10x. e) 18 dias, 40x. f) 27 dias, 10x. g) 42 dias, 40x. h) adultos, 10x. Coloracién H-E.
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4.3.2.2 Intestino Grueso
4.3.2.2.1 Ciego

4.3.2.2.1.1 Etapa Fetal
Primer tercio: A los 46 dias ain no hay desarrollo de ciego. A los 57 dias, se puede observar una

pequefia saculaciéon que serd el futuro ciego. Esta saculaciéon posee un epitelio cilindrico
estratificado con algunas células con citoplasma que no han coloreado. El mesénquima y la

muscular propia se encuentran en diferenciacién y no se observan evaginaciones (Figura 20a).

A los 80 dias el epitelio es cilindrico estratificado, pero ya se observan algunas CCAL
diferenciadas. Aparecen evaginaciones que poseen un eje mesenquimatico y la muscular propia

se encuentra en proceso de diferenciacion (Figura 20b).

A los 103 dias, el epitelio todavia es cilindrico estratificado; se pueden observar
evaginaciones medianas y otras digitiformes; las capas de la tdnica muscular estin bien

diferenciadas (Figura 20c, d).

Segundo tercio: Entre los 117 y 119 dias, el epitelio es cilindrico estratificado, pero hacia la punta
de las vellosidades solo posee dos capas de células, e inclusive en fetos de 119 dias se puede
observar por regiones que el epitelio es simple y por zonas se observa la chapa estriada (Figura

21a, b).

A los 124 dias, se reconocen invaginaciones en la base de las vellosidades que se hacen
mds largas hacia los 129 dias. A los 141 dias, el epitelio es cilindrico simple o, en algunas
regiones, biestratificado. Se observa una ldmina propia més celular y una submucosa mds densa,
entre ellas comienzan a aparecer las fibras precursoras de la muscular de la mucosa. Entre los 145
y los 164 dias las vellosidades son largas con un epitelio cilindrico simple. En muestras de fetos
de 164 dias, se observa en la base de las evaginaciones de algunas regiones, epitelio biestratificado

con CCAL y evaginaciones digitiformes mas largas y numerosas (Figura 21c).

Hacia los 207 dias, los pliegues y las evaginaciones son mads largas, el epitelio es
cilindrico simple y se observan algunos linfocitos intraepiteliales. Las criptas se encuentran en
formacién con un incremento del nimero de CCAL; también se puede observar el musculo de
Briicke. Hacia el final del periodo (216 a 221 dias) las criptas se observan bien definidas con
células en division. Las CCAL estdn dispersas de forma regular en todo el epitelio; ademds, se

observa también un mayor nimero de pliegues (Figura 21d, e, f, g, h).

Tercer tercio: al inicio de este tercio las caracteristicas son similares a las halladas en el segundo

tercio. Conforme avanza el periodo, se observa que las criptas se han desarrollado, las
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vellosidades son cortas con un epitelio apical que muestra caracteristicas de apoptosis tales como
forma esférica, citoplasma muy eosinofilico, condensaciéon y fragmentacién del nitcleo,
separacion de la célula de la Idmina basal y de células vecinas, y fragmentacion celular. Al final
del periodo las criptas son mds largas y estin mds organizadas, en cambio la longitud de las
vellosidades se sigue reduciendo, con presencia de células muy eosindfilas en el epitelio

superficial (Figura 22).

Figura 20: Ciego de fetos de alpaca de primer tercio de gestacion. a) 56 dias, 40x. b) 80 5ias, 40x.
¢), d) 103 dias 40x. E: epitelio, CMe: células mesenquimales, CCAL: células caliciformes, Ev: evaginacion.
Coloracion H-E.
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Figura 21: Ciego de fetos de alpaca de segundo tercio de gestacion. a) 119 dias, 10x. b) 110 dias,
40x. c) 164 dias 63x. d) 207 dias, 40x. e) 207 dias, 10x. f) 207 dias, 63x. g) 207 dias, 63x. h) 221 dias, 63x.
LP: ldmina propia, CCAL: células caliciformes, C: cripta, MM: muscular de la mucosa, CP: célula de
Paneth, LI: linfocito intraepitelial. Coloracién H-E.

- -
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Figura 22: Ciego de fetos de alpaca de tercer tercio de gestacidn. a) 293 dias, 40x. b), ¢) 325 dias,
40x. d) 334 dias, 40x. V: vellosidad, CA: células en apoptosis, CCAL: células caliciformes. Coloracién H-
E.

4.3.2.2.1.2 Etapa postnatal
En el neonato y en el primer dia de vida el aspecto del tejido es muy similar, aunque se

observan criptas mas largas, asi como la presencia de CP. A los dos dias se alternan enterocitos
de aspecto adulto mezclados con las células en proceso de muerte. A los 4 dias, casi la totalidad
de los enterocitos tienen el aspecto adulto. En el dia 5 desaparecen por completo las vellosidades
y no se observan CP, las criptas se hacen profundas y aumenta el nimero de CCAL. Estas
caracteristicas se mantienen en los dias siguientes con la diferencia que se incrementa la

infiltracién linfoidea; la morfologia se mantiene de forma similar hasta la adultez (Figura 23).
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Figura 23: Ciego de alpacas. Crias: a) Recién nacido, 40x. b) 1 dia, 40x. ¢) 2 dias, 40x. d) 4 dias, 40x.
e) 21 dias, 40x. f) Adulto, 40x. V: vellosidad, CA: células en apoptosis, C: cripta. Coloracién H-E.
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4.3.2.2.2 Colon

A los 46 dias se observa una porciéon muy pequefia de colon, sin poderse diferenciar sectores. Al
examen microscopico se reconoce un epitelio ctbico o cilindrico estratificado, el mesénquima no
se ha diferenciado y la muscular propia se encuentra en proceso de diferenciacién. No se

evidencian evaginaciones de la mucosa (Figura 24).

i P
Figura 24: Colon de feto de alpaca de 46 dias de gestacion. 40x. Coloracién H-E.
4.3.2.2.3 Colon ascendente

4.3.2.2.3.1 Etapa fetal

Primer tercio: A los 57 dias se observan escasas evaginaciones cortas. El mesénquima no se
diferencia en ldmina propia y submucosa. La tinica muscular posee dos capas en proceso de
diferenciacién. El epitelio es cubico-cilindrico estratificado con algunas células de citoplasma

pélido (Figura 25a, b).

A los 80 dias las evaginaciones son mas largas y numerosas. En el mesénquima ya se
reconocen una zona mads celular subyacente al epitelio y una menos celular cercana a la muscular.
El epitelio cilindrico estratificado posee menos capas hacia la punta de la evaginacién, en algunas

zonas se puede observar chapa estriada, asi como CCAL diferenciadas (Figura 25c).

Alos 103 dias, las vellosidades son mds largas y numerosas, y se pueden observar algunas
fibras de la muscular de la mucosa. Hacia la punta de las evaginaciones el epitelio es cilindrico

simple y hacia la base es cilindrico estratificado (Figura 25d).
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de Masson. b) 59 dias, HE. c¢) 80 dias, H-E. d) 103 dias, H-E. 40x

Segundo tercio: En animales de entre 117 y 129 dias de vida prenatal se observan pequefias
invaginaciones del epitelio, que es cilindrico simple excepto en algunas regiones de la base de las

evaginaciones donde se ven dos o mds capas celulares (Figura 26a, b).

Entre los 141 y164 dias, algunas evaginaciones son mas largas y digitiformes; se forman
pliegues que incluyen mucosa y submucosa y el epitelio es cilindrico simple en casi la totalidad
del epitelio. A los 207 dias las evaginaciones son mds numerosas y en su totalidad poseen forma
digitiforme. Las invaginaciones son mas profundas y el nimero de CCAL es mayor (Figura 26c¢,

d, e, f).

Entre los 216 y los 221 dias de gestacién, los pliegues son bien evidentes, se puede
distinguir el musculo de Briicke en las vellosidades. Las criptas ya estdn formadas. Aparecen

linfocitos intraepiteliales y agregados linfoides en la ldmina propia (Figura 26g, h).

Tercer tercio: Las caracteristicas histologicas son similares a las del final del tercio anterior, y
ademads se observan CP en la base de las criptas. Entre los 293 a 340 dias, se siguen observando

CP en las criptas. Las vellosidades son cortas con células en proceso muerte en sus dpices (Figura
27).
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Figura 26: Figura 26: Colon ascendente de fetos de alpaca de segundo tercio de gestacion. a) 117
dias, H-E. b) 129 dias, Tricromico de Masson. ¢) 141 dias, H-E. d) 145 dias, H-E. e) 206 dias, H-E. f) 207
dias, H-E. g) 216 dfas, H-E. h) 221 dias, H-E. CCAL: células caliciformes, I: invaginacién, CI: capa circular
interna, LE: capa longitudinal externa, Ev: evaginacién, V: vellosidad, AL: agregado linfoide, MB: musculo

de Briicke. 40x
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Figura 27: Colon ascendente de fetos de alpaca de tercer tercio de gestacién. a) 230 dias, 10x. b)
230 dias, 40x. c) 317 dias, 40x. d) 320 dias, 5x. e) 325 dias, 40x. f) 334 dias, 5x. g) 334 dias, 63x. h) 334
dias, 40x. Coloracion H-E.
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4.3.2.2.3.2 Etapa Postnatal
En el nacimiento, las caracteristicas son similares a las observadas al final de la etapa

prenatal (Figura 28a). Entre los dias 1 y 7, el proceso de maduracién continta, las vellosidades
van desapareciendo y se observan células con signos de apoptosis: pérdida de unidn a las células
vecinas, marcada eosinofilia, forma esférica, fragmentacién celular, condensacién y
fragmentacién nuclear (Figura 28b, c, d). Hacia el dia 7, la casi totalidad del epitelio tiene el
aspecto diferenciado con enterocitos, CCAL y algunas CP, estas dltimas desaparecen en los
siguientes dias (Figura 29a, b). A partir de la segunda semana, ya no se encuentran restos de
vellosidades ni de grupos celulares en descamacion, caracteristicas que se mantienen hasta la edad

adulta (Figura 29c, d, e, f, g, h).

.

Figura 28: Colon Ascendente de crias de alpaca. a) Recién nacido, 10x. b), ¢) 1 dia, 40x..d) 4 dias, 40x.
Coloracién H-E.

108



Figura 29: Colon ascendente de alpacas. Crias: a) 5 dias, 40x. b) 7 dias 40x, ¢) 11 dias, 40x. d) 21 dias,
10x. e) 21 dias, 40x. f) 43 dias, 40x. g) adulto, 10x. h) Adulto, 40x. Coloracién H-E.
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4.3.2.2.4 Colon Transverso

4.3.2.2.4.1 Etapa fetal

Primer tercio: Esta porcidn no se pudo observar en muestras de animales de 46 y 57 dias, recién
la encontramos desarrollada en las muestras de 80 dias. En este estadio, la mucosa forma
evaginaciones pequefias, en las cuales la ldmina propia y la submucosa no se distinguen. Se
encuentra tejido mesenquimatico primitivo entre el epitelio y el musculo. La tiinica muscular
propia posee sus capas circular interna y longitudinal externa en proceso de diferenciacién. El
epitelio es cilindrico estratificado (por lo general con 2 a 3 capas de células), pero en el 4pice de
las evaginaciones es epitelio cilindrico simple con chapa estriada. En algunas células el
citoplasma no se colorea y su aspecto empieza a parecerse al de las CCAL. Se encuentran algunas

células con citoplasma eosinofilico y forma bien alargada (Figura 30a, b, c).

A los 103 dias las evaginaciones son mas grandes y las CCAL estian mds diferenciadas;
el tejido mesenquimatico comienza a diferenciarse en una zona mas celular cercana al epitelio y

otra menos celular colindante con la tinica muscular (Figura 30d, e).

Al final de la etapa prenatal, las criptas son mds profundas y organizadas; el citoplasma
de las células del epitelio que recubre las vellosidades es bien acidéfilo y con un nicleo de aspecto

apoptotico, observandose que algunas de estas células estdn en descamacion (Figura 30f).

Segundo tercio: Al inicio de este tercio, el aspecto de esta region es muy similar al que se observo
al final del primer tercio. Entre los 119 y 129 dias, las evaginaciones toman el aspecto de
vellosidades, se puede observar algunas células de la futura muscular de la mucosa y continda la
diferenciacion de los tejidos muscular y conectivo. El epitelio es cilindrico simple en algunas

regiones intervellosas (Figura 31a, b, c).

Entre los 141 a 164 dias, las vellosidades se alargan y son digitiformes; durante este
periodo el epitelio es simple en la mayor parte de la regién y se incrementa el nimero de CCAL
(Figura 31 d). Las invaginaciones comienzan a formarse entre los dias 207 a 221; la muscular de
la mucosa se va haciendo continua y la mucosa esta recubierta por epitelio cilindrico simple en

toda la extension (Figura 31e, f).

Tercer tercio: Entre los dias 230 a 293, las vellosidades van disminuyendo tanto en nimero como
en longitud y las invaginaciones se alargan tomando el aspecto tipico de las criptas intestinales.
Entre los 317 a 325 dias, las evaginaciones son cada vez mds escasas y pequefias y las criptas son
mds profundas. Aparecen pliegues que incluyen mucosa y submucosa y el nimero de CCAL sigue

incrementandose (Figura 32).
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Figura 31: Colon transverso de fetos de alpaca de sggundo tercio de gest.ac1(’)n'.‘a) 119 dias, 10x. b),
¢) 119 dias, 40x. d) 164 dias, 40x. e), f) 121 dias, 40x. Coloracién H-E.

XY -

112



> A PN 1 \.&.U’L‘ e i o - SR S e e
Figura 32: Colon transverso de fetos de alpaca de tercer tercio de gestacion. a) 293 dias, 40x. b) 317
dias, 10x. c) 317 dias, 40x. d) 334 dias, 40x. CCAL: células caliciformes, CA: células en apoptosis.
Coloracion H-E.

4.3.2.2.4.2 Etapa postnatal

Durante los primeros dias de vida posnatal continda el proceso de muerte celular con
pérdida de las vellosidades, las cuales desaparecen por completo al dia 7. Las células en
descamacion y las CP tipicas disminuyen conforme pasan los dias. Al dia 11, el epitelio se ha

diferenciado y posee un aspecto que se mantiene hasta el animal adulto (Figura 33).
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Figura 33: Colon transverso de alpacas. Crias: a), b) 1 dia, 40x. c¢) 3 dias, 10x. d) 7 dias, 10x. e) 31 dfas,
40x. f) 35 dias, 10x. g) 43 dias, 40x. h) Adulto, 40x. Coloracién H-E.
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4.3.2.2.5 Colon Descendente

4.3.2.2.5.1 Etapa fetal

Primer tercio: A los 57 dias la luz del 6rgano es muy estrecha. Se encuentra un epitelio cilindrico
estratificado, mesénquima y tinica muscular en diferenciacion, sin que se diferencien con claridad

las capas. Se reconocen algunas células epiteliales con el citoplasma sin colorear.

A los 80 dias aparecen pliegues en la mucosa. El tejido mesenquimatico comienza a
diferenciarse hacia tejido conectivo y se observan las dos capas de la tinica muscular; el epitelio
es cilindrico simple hacia la punta de las evaginaciones y cilindrico estratificado hacia la base y
en el espacio entre ellas. Aparecen células con caracteristicas tipicas de CCAL y se puede
observar chapa estriada. A los 103 dias las vellosidades son mas largas. La muscular de la mucosa

comienza a desarrollarse y el tejido conectivo es mds celular cerca del epitelio. El epitelio es

similar al del estadio anterior (Figura 34).

" A

Figura 34: Colon descendente de fetos de alpaca de primer tercio de gestaci(’)n a) 57 dias, 40x. b), -
¢) 80 dias, 40x. d) 103 dias, 40x. Coloracién H-E.

Segundo tercio: Entre los 117 y 129 dias, las caracteristicas son muy similares. El epitelio es
cilindrico simple en toda su extension. Entre los dias 141 y 164 dias las evaginaciones son mas

largas y adquieren forma digitiforme. Comienzan a formarse invaginaciones del epitelio. Entre

115



los dias 207 y 221 las invaginaciones toman aspecto de criptas y la muscular de la mucosa forma

una capa continua; el nimero de CCAL aumenta (Figura 35).

—
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Figura 35: Colon descendente de fetos de alpaca de segundo tercio de gestacion. a) 119 dias, 40x.
Coloracién Tricréomico de Masson. b) 141 dias, 40x. ¢) 145 dias, 40x. d) 206 dias, 40x. Coloracién H-E.

Tercer tercio: A los 230 dias el aspecto es similar al del final del segundo tercio. Al dia 293, las
vellosidades son mads cortas y menos numerosas; las criptas son mas profundas y numerosas que
en el estadio previo. La muscular de la mucosa se ha engrosado. Algunas células superficiales
tienen citoplasma acidéfilo y niicleo condensado y se observa descamacion celular. Entre los 317
a 340 dfas, las vellosidades casi han desaparecido y las criptas son mds profundas y se incrementa

el nimero de células de aspecto apoptético (Figura 36).

116



»~ -~ - ' 2 ) Ly

Figura 36: Colon descendente de fetos de alpaca de tercer tercio de gestacion. a) 293 dias, 40x. H-
E. b) 325 dias, 10x. Coloracion Tricromico de Masson. c¢) 334 dias, 40x, H-E. d) 334 dias, 10x, H-E.

4.3.2.2.5.2 Etapa postnatal

Durante los dos primeros dias de vida posnatal (0-1) continda el proceso de muerte celular
con pérdida de vellosidades, culminando este proceso hacia el dia 7. A partir del dia 10 se observa

un epitelio diferenciado, con caracteristicas que se mantienen hasta la edad adulta (Figura 37).
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dente de alpacas. Crias: a) 1 dia, 10x. b) 1 dia, 40x. ¢) 2 dias, 10x. d) 5 dias,
10x. e) 35 dias, 10x. f) 39 dias, 40x. g) 45 dias, 40x. h) Adulto, 10x. Coloracién H-E.

Fiura 37: Colon escen
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4.3.3 Morfometria Intestinal

El desarrollo morfométrico del intestino sigue el mismo patrén del desarrollo morfolégico
y se divide en dos ejes intestino delgado e intestino grueso; en ambos casos el desarrollo va de
craneal a caudal. En la etapa fetal, el estudio de criptas y vellosidades se realizé de acuerdo a la

edad fetal y el desarrollo de la estructura en estudio.

4.3.3.1 Intestino Delgado

4.3.3.1.1 Pared intestinal
El desarrollo de la pared intestinal y la diferenciacion de las diferentes tinicas se inician

en el primer tercio de gestacién, proceso que continda hasta el dltimo tercio. Conforme se van
estructurando y diferenciando las tinicas se observa el incremento en el espesor de la pared
intestinal. Conforme en la mucosa aparecen las vellosidades y criptas, y estas se alargan o se
hacen més profundas, asi como la aparicién de glandulas de Briinner en la submucosa, la pared
intestinal se hace mds gruesa. En el primer tercio de gestacién del duodeno es la mas gruesa y la
que tiene una estructura mds similar a la adulta; mientras que en el ileon se observa la pared mas

delgada y menos diferenciada, esto se mantiene hasta el final de la gestacion.

Al nacimiento, todas las porciones del intestino delgado tienen un espesor similar, luego
aumentan progresivamente. En el caso del duodeno, el mayor grosor se observa hacia los 37 a 45

dias, mientras que en yeyuno e ileon desde los 8 a 15 dias de edad (Cuadro 13).

Cuadro 13: Espesor de pared intestinal (um) del intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad X eDs. Xips XD

= F1T 214.26 +78.7%! 160.55 +49.7251 126.08 + 144.6°!
E F2T 435.44 +128.1%2 381.95 + 85.6"2 329.25 £118.3%2
F3T 739.27 £ 191.6%3 685.59 + 159.9203 620.49 +216.5"3

0-7 1176.54 £345.9%*  1239.99 +£378.145  1120.11 +384.9*4

3 8-15 1329.90 £243.6845  1320.62 £331.984%  1547.96 + 236.5%°
3 16-21 1429.56 £204.9%36 131599 +200.9>+  1234.83 + 150.4>6
g 22-27 1604.55 £223.3867  1127.03 £207.2°%*  1282.32 + 166.5°
<§ 28-36 1611.83 £302.9%%7  1398.65 +235.7°>5  1640.94 +206.9%°
~ 37-45 1675.52 £386.4%7  1371.79 £188.1»5  1620.18 £301.1%3
Adultos 1205.09 £185.7%% 134827 £53.1*%5  1474.60 + 201.8"3

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2T: fetos de segundo tercio de gestacion (111-
229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (330-340 dias). X: media, DS: desvio estandar
abede: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05
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4.3.3.1.2 Mucosa intestinal

La mucosa es la tdnica interna de la pared intestinal, que se ubica hacia el lumen
intestinal; estd formada por el epitelio, la ldmina propia y la muscular de la mucosa; la
delimitacion entre la mucosa y la submucosa se observa claramente a partir del tercer
tercio de gestacion, cuando la muscular de la mucosa se diferencia en toda la longitud del
intestino. Las variaciones en el espesor de la mucosa dependen principalmente de la
longitud de las vellosidades, de la profundidad de criptas y de la celularidad en la Idmina
propia. El estudio del espesor de la mucosa del intestino delgado se hizo desde el tercer
tercio de gestacion, momento en que el mayor espesor se observa en duodeno y el menor
en ileon, esto comienza a cambiar hacia los 8 a 15 dias cuando la mucosa no presenta
diferencias entre las 3 porciones del intestino delgado, para luego incrementarse
principalmente en yeyuno donde se observan valores superiores que se mantienen hasta
la edad adulta (906.72 + 71.8), mientras el menor valor se observa en ileon (586.39 + 116.2)
(Cuadro 14).

Cuadro 14: Espesor de la mucosa del (um) intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad XeDs Xips XD

Fetal F3T 505.89 + 155.7+1 489.07 £ 157.6%! 396.83 +205.3%!
0-7 726.07 +203.0224 742.79 £239.922 471.23 +178.8>12

& 8-15 641.22 +127.5%23 759.56 + 245.6%%3 702.82 +168.1%34
3 16-21 660.20 + 161.13%3 779.52 + 143.9>23 609.19 + 123.33.2:34
% 22-27 845.62 £ 196.44 689.94 £116.2°2 73227 + 172.330:345

<§ 28-36 784.95 £ 181.4343 734.48 + 187.0%2 765.99 £ 178.9343

~ 37-45 757.22 + 175.280:245 689.11 + 148.332 799.40 +237.03

Adultos 607.92 +96.8%!3 906.72 +71.8%3 586.39 +116.2223

F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

abede. diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

4.3.3.1.3 Morfometria de vellosidades y criptas de Lieberkiihn
La diferenciacion de la mucosa intestinal en el intestino delgado se inicia en el

primer tercio de gestacion en sentido crdneo caudal y contintia hasta la etapa postnatal
temprana, la mucosa sufre los cambios mds importantes, pasando de una mucosa sin

vellosidades a una mucosa con vellosidades y criptas.

En el primer tercio de gestacion se observa epitelio estratificado sin formacion de

vellosidades y criptas. La formacion de vellosidades y criptas se inicia en el duodeno en
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el segundo tercio de gestacion, aproximadamente hacia los 164 dias; mientras que en
yeyuno e ileon se observo recién en el tercer tercio de gestacion. Las criptas siguen un
patrén de formacion crdneo caudal similar a las vellosidades. La formacién de las criptas
se inicia a partir de la invaginacidn del epitelio el cual ocurre en duodeno hacia los 207
dias de gestacidn, mientras que en las otras porciones del intestino delgado posterior a los

230 dias de gestacion.

En el duodeno, el nimero de vellosidades en el segundo tercio de gestacion es de
aproximadamente 10 vellosidades por mm de longitud de epitelio en duodeno y el nimero
de criptas es de 11. En el tercer tercio de gestacion, el numero de vellosidades y criptas
aumenta, observdndose valores de 12 vellosidades (en todas las porciones) y entre 11
(ileon) y 14 criptas (duodeno) por mm de longitud de epitelio intestinal, este nimero es
mayor al observado en la etapa postnatal cuando sufre una disminucién en los primeros
45 dias, para luego en la etapa adulta observarse valores similares al nacimiento (Cuadros

15y 16).

La longitud de las vellosidades va en aumento desde la etapa prenatal hasta la

postnatal, en el caso del duodeno pasa de 256.0 um en el segundo tercio, hasta 684.25 ym
entre los 22 y 27 dias de edad, este valor disminuye hacia la edad adulta. En el caso de yeyuno
pasade 419.12 um en el tercer tercio hasta 648.01 um en la edad adulta. En el caso del ileon los
valores van de 334 hasta 525.26 um entre los 28 y 36 dias, siendo duodeno y yeyuno donde se

observan los valores superiores a comparacion del ileon (Cuadro 17).

Estas vellosidades presentan un desarrollo no solo en longitud sino en ancho, y esto esté
relacionado principalmente al aumento de la celularidad dentro de ldmina propia en la etapa
postnatal temprana. En la etapa prenatal se observan vellosidades largas y delgadas mientras que
en la etapa posnatal las vellosidades se hacen mds largas pero mds anchas, lo cual se refleja en el
nimero de vellosidades. Entre porciones no se observan diferencias en el ancho, pero si se

encuentran al comparar entre las distintas edades cada porcién intestinal (Cuadro 17 y 18).

Las criptas de Lieberkiihn en el intestino delgado aparecen en el duodeno durante la etapa
final del segundo tercio de gestacion y en el yeyuno e ileon durante el tercer tercio de gestacion.
Su desarrollo es posterior al de las vellosidades y en la etapa postnatal es donde se da el mayor
desarrollo, con aumento de su profundidad. Las criptas mas profundas se observan después de los
22 dias de edad, en este momento son mds profundas en el ileon principalmente, mientras que en

los adultos las criptas mas profundas se observan en el yeyuno (Cuadro 19).
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El ancho de las criptas también aumenta desde la etapa prenatal hasta la postnatal, sin
embargo en crias se observan valores mayores en comparacién a los adultos, cuando los valores
son similares a los encontrados en el dltimo tercio de gestaciéon (Cuadro 20). En adultos se

observan criptas mds delgadas pero profundas, lo que puede relacionarse con el mayor nimero

de criptas observadas.

Cuadro 15: Nimero de vellosidades por mm de longitud en el intestino delgado de alpacas

maps B RS NAB xens
FIT 0.00 +0.0' 0.00 +0.0' 0.00 +0.0'
El F2Ta 0.00 £0.0' 0.00 £0.0' 0.00 +0.0'
= F2Tb 10.10£2.742  0.00£0.0"  0.00 £0.0"!
F3T 12014284 1237£25%  11.77£2.1*?
0-7 1005 £2.6%> 836+ 1.6™  8.65+22"
3 8-15 644 £1.6%  677x14% 65214
< 16-21 620124 6.64%1.4% 617+ 1.5
g 2227 6.00£1.2:4  6.13£1.0°°  5271.005
‘5 28-36 552+12% 536+ 1.1%05 481 £1.3%
& 37-45 552+ 1104 567£1.0° 504 £1.405
Adultos  1009+1.7*2  9.09+18  7.0421.9>

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-
163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacioén (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

a,b,c,de.

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

Cuadro 16: Nimero de criptas por mm de longitud en el intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edsd XS, Xtps XD

FIT 0.00 £0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £ 0.0!

= F2Ta 0.00 £0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £ 0.0!
= F2Tb 11.71 £3.0*? 0.00 +0.0°! 0.00 + 0.0%!
F3T 14.16 3,13 13.93 +2.522 11.81 +2.7°2

0-7 13.01 +£3.0%23 9.03 +2.0°* 9.84 +3.0°°
8 8-15 8.26 +2.4%4 7.59 +1.924 7.24 +1.6%45
3 16-21 6.56 + 1.1%3 6.62 + 1.1343 7.07 £ 1.6%43
<§ 22-27 6.48 +1.1%° 6.28 +0.9245 5.93 +0.9246
*5 28-36 5.91 £0.9% 5.54 +1.3%5 5.00 +1.25¢
= 37-45 6.14 £ 1.1 5.68 + 1.5 522 £1.3%
Adultos 13.74 £2.2%3 11.75 +1.9%¢ 7.78 £ 1.5

F1T: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de
gestacion (111-215 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (216-229 dias); F3T:
fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

a,bc,de.

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
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Cuadro 17: Longitud de vellosidades (um) en intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad ebs o0 XS

FIT 0.00 = 0.0! 0.00 % 0.0! 0.00 = 0.0!

3 F2Ta 0.00 = 0.0! 0.00 % 0.0! 0.00 + 0.0!

= F2Tb 265.0 + 76.252 0.00 + 0.0b! 0.00 + 0.0
F3T 44046 £170.53  419.12 +152.29b2 33428 + 199.3%2
0-7 505.84 + 184.6856  622.12+226.6%3  343.64 + 158.842

3 8-15 46226 + 108.1834  581.61 £ 119.5P3  526.15 + 14920045

< 16-2 488.47 + 157.38345 53147 +123.953 42420 + 117.82234

= 22-27 684.25 £203.086 534,16 + 152.7523  488.18 + 142.80345

= 28-36 558.59 + 158.9945 50577 + 1342023 52526 + 1479445

~ 37-45 512,04 + 14578345 626.20 £46.6423  553.70 + 175.3%5

Adultos 402.19+ 104123 648.01 + 65.13

394.30 + 88.5*24

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-
163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacidn (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

a,b,c,de.

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

Cuadro 18: Ancho de vellosidades (um) en intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad be oS XeDS
FIT 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
3 F2Ta 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
= F2Tb 72.68 + 14.222 0.00 + 0.0%! 0.00 + 0.0%!
F3T 81.77 % 20.0%2 8273+ 17.492 7433+ 17.6%
0-7 12693 £28.2134  136.03 £33.64  93.88 +23.6b2
E 8-15 14920 £363%56  137.99£26.9%°  147.69 + 32,5345
S 16-21 13831 £252045 156,69 £29.6°34  133.72 +29.7%3
g 22-27 16434 +37.8%6  163.18 £25.6104  141.87 +26.0+34
£ 28-36 152,44 £354356 16677 £39.184  154.58 & 34 4145
= 37-45 159.79 £33.796  163.15+38.9%  165.70 & 35435
Adultos 109.16 + 18.4%3 939216202 86.66 % 20.8%2

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-
163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

a,b,c,de.

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
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Cuadro 19: Longitud de criptas Lieberkhiin (um) en intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad XD, Xty XD
FIT 0.00 £ 0.0 0.00 £ 0.0! 0.00 £ 0.0!
= F2Ta 0.00 £0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £0.0!
= F2Tb 91.31 £43.31223 0.00 + 0.0%! 0.00 +0.0°!
F3T 75.83 +36.3%2 70.23 +27.6*2 64.37 + 19.0*2
0-7 131.77 £ 547234 113.40 + 38.422 124.73 + 48.9%3
& 8-15 172.38 £51.6%436  166.53 + 76.5%3 183.24 £ 61.134
3 16-21 174.86 £49.54456  197.82 £67.9%3*  186.37 + 63.2343
§ 22-27 167.02 £ 551843 170.86 £51.5%3  236.40 £ 72.1%56
% 28-36 22471 £104.8*%7 19591 £96.6%3*  237.39 + 100.6*
= 37-45 245.16 £ 113.5%7 19429 £57.8%34 243,93 +£97.7%6
Adultos 206.79 £60.22567  237.94 + 68.4%4 182.47 +61.3%4

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-
215 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (216-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

abede. diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

1234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

Cuadro 20: Ancho de criptas (um) en intestino delgado de alpacas.

Etapa  Edad eps oS XeDS
FIT 0.00 = 0.0' 0.00 = 0.0' 0.00 = 0.0'
£ F2Ta 0.00 = 0.0! 0.00 % 0.0! 0.00 = 0.0!
= F2Tb 56.47 + 14.152 0.00 + 0.0b! 0.00 + 0.0
F3T 43.52 +7.5%3 43.79 + 12,242 47.86 + 8.6°2
0-7 76.70 £ 16,4245 7659 £19.1834  61.94 +21.8"3
3 8-15 68.86 + 153845 8417 +15.4%%  76.47 + 16.32045
© 16-21 69.28 + 16.5445 8632+ 18.6"  71.96 + 15.6*3+
g 2227 77.03 £25.9845 713841559 8424 +17.8%5
§ 28-36 68.14 +10.5% 7872+ 17.9>34  76.91 + 20.6"45
~ 37-45 79.19 £15.5545 7597 + 14.4834 78,02 + 15.445
Adultos  51.68+11.9%23 4924 + 4432 4929 + 5,82

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-
215 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (216-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

abede: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

4.3.3.2 Intestino grueso

El intestino grueso sigue un desarrollo de craneal a caudal y de caudal a craneal, el colon
transverso es la dltima porcién en desarrollarse y el ciego sigue su propio eje de desarrollo de
craneal a caudal. El desarrollo morfométrico del intestino grueso es similar al intestino delgado,
su desarrollo depende de las diferentes tinicas, siendo la mucosa la que sufre los mayores

cambios.
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4.3.3.2.1 Pared intestinal
En todas las porciones intestinales, el desarrollo se inicia en el primer tercio de gestacién

y sigue hasta la etapa postnatal, cuando se dan los mayores cambios en el espesor de la pared, los
valores van en aumento y son maximos en la etapa adulta. En la etapa prenatal, todas las porciones
presentan valores similares, mientras que, en la etapa postnatal, los mayores valores se observan
en ciego y colon ascendente (superiores a las 1400 pm), mientras que en colon transverso y

descendente los valores son de 900 pm aproximadamente (Cuadro 21).

Cuadro 21: Espesor de la pared (um) del intestino grueso de alpacas.

Colon

Ciego Colon Transverso  Colon Descendente
Etapa Edad X + DS Ascendente X + DS X + DS
X +DS
= FIT 186.05 +70.1%! 189.07 + 84.1%! 147.22 +135.9! 185.63 + 155.33!
E F2T 340.74 £ 175.8%2  397.43 + 134,72 259.68 £ 101.4¢2 304.95 £ 118.5%12

F3T 290.09 +58.9812  464.67 +152.7°2 407.03 + 105.5¢3 448.77 £ 134.4°<2

Postnatal, dias

0-7 772.08 £140.0%%  681.00 + 150.2b<3 605.80 + 146.2¢4  751.08 + 252.92b345
8-15 1001.20 £269.0%*  840.92 £ 177.9*4  754.30 £ 166.0°>¢ 728.82 £215.7>34
16-21  887.20 £285.7*3% 1024.61 £377.6  648.34 +83.5%43 670.50 + 124.3b3
22-27  1221.61 £393.7%  852.27 £56.2%*  677.82 £ 157.4>436 89538 +275.320456
28-36  1175.33 £268.1*5 820.45 + 143.7°34 733,59 + [72.9b<56 659.43 +130.8%3
37-45  1253.57 £409.7* 821.87 £314.6"3*  773.41 £ 103.3>6 912.31 +£307.5>56

Adultos  1479.75 £256.8*° 1487.61 £327.6*¢  903.32 + 144.4%7 975.11 £190.7°¢

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2T: fetos de segundo tercio de gestacién (111-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

abede: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

1.234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

4.3.3.2.2 Mucosa intestinal
La mucosa del intestino grueso se puede diferenciar claramente a partir del tercer tercio

de gestacion, en esa edad la muscular de la mucosa se observa de forma continua en toda la
extension del intestino grueso. El mayor espesor de la mucosa en la etapa fetal y en adultos se
observa en colon descendente mientras que los valores menores se observan en ciego. Durante la

etapa postnatal temprana el espesor de la mucosa es similar en todas las porciones (Cuadro 22).
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Cuadro 22: Espesor de la mucosa (um) del intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X + gDS Ascendente Transverso Descendente
B X +DS X +DS X +DS

Fetal  F3T 108.51 +22.03! 160.25 £ 74.8>1  176.79 + 53.3bc! 191.21 +57.3¢!

0-7 25834 £44.3%2  222.83£5592  233.82 £60.8*"12  244.44 £ 6530123
8-15 32979 £65.2%°  359.74 £55.9%°  266.03 £94.7%23  237.14 £ 66.7>!3
16-21  320.16 £53.1*%  344.51 £81.6***  313.87 £66.8*>  308.95 £ 69.5%%*
2227 32226+49.8%  303.36+23.9%*  273.29 £61.3*>3  302.60 £ 69.0%>3*
28-36  344.06 £35.7%* 30543 £58.3%34  289.99 £67.2>>3  276.47 £ 66.9>23
37-45  319.33+98.3%3  349.22 £113.4%%4 32290 £97.7*%  292.05 £ 66.4>>34

Adulto  204.71 £34.8**  211.42 £46.5%'2  295.88 £40.9>>3  353.76 + 94.8*

Postnatal, dias

F3T: fetos de tercer tercio de gestacion. X: media, DS: desvio estandar

abede. diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1,234.

: diferencias entre filas (edades), p<0.05

4.3.3.2.3 Morfometria de vellosidades y criptas de Lieberkiihn

Durante el desarrollo fetal, a partir del final del segundo tercio de gestacion, se pueden
observar vellosidades y criptas en ciego (207 dias), colon ascendente (216 dias) y colon
descendente (221 dias), mientras que en colon transverso recién aparecen en el tercer tercio de
gestacion (después de los 230 dias) (Cuadros 23 y 24). Las vellosidades que aparecen en esta
etapa hacia el final del segundo tercio y llegan a desarrollarse en su méximo nimero hacia el
tercer tercio, empiezan a desaparecer hacia el final del tercer tercio, concluyendo este proceso en
los primeros 7 dias post nacimiento, y luego no se vuelven a observar vellosidades (Cuadro 23).
En cambio, el nimero de criptas, aumenta con la edad, observandose el mayor niimero en la etapa
adulta, especialmente en el colon descendente donde el nimero es alrededor de 21 criptas por

Lieberkithn um de longitud (Cuadro 24).

Las vellosidades en el intestino grueso tienen su mayor tamafio entre el segundo tercio de
gestacion, teniendo longitudes de entre 150 a 242 pm de longitud y anchos de 74 a 87 pm
aproximadamente, siendo en el colon ascendente donde se observan las de mayor tamafio y ancho,
sin embargo, estas desaparecen por completo en todo el colon después de los 7 dias de edad

(Cuadros 25 y 26).
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Cuadro 23: Numero de vellosidades por mm de longitud en intestino grueso de alpacas.

) Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad, dias X + DS Ascendente  Transverso Descendente
X +DS X +DS X +DS
FIT 0.00 £0.0' 0.00 £0.0' 0.00 £0.0' 0.00 £0.0'
= F2Ta 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
= F2Tb 7.19 £2.1%2 579 +1.4%  0.00+£0.05' 7.81 £2.15¢2
F3T 7.67+19* 852419 826+3.5%  8.89+2.6%
0-7 451 £5.02° 247 +£4.1** 348 +£4.0%  4.28 +4.9%3
& 8-15 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 +0.0!
3 16-21 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
g 22-27 0.00 £0.0' 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
g 28-36 0.00 £0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0!
A 37-45 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £ 0.0
Adulto 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacioén (111-
206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

a,b,c,de.

1.234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

Cuadro 24: Niimero de criptas por mm de longitud en intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X + DS Ascendente Transverso Descendente
X +DS X +DS X DS
FIT 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
= F2Ta 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 £ 0.0!
= F2Tb 9.36 £2.122 9.09 +1.122 0.00 £ 0.0! 10.95 £ 2.55¢2
F3T 12.19 +1.9%3 13.61 +2.32b3 14.73 £ 3.4b¢23 15.84 +£2.543
0-7 15.99 £2.73¢4 15,13 £2.20345 14,02 + 2423 16.64 + 4.3
& 8-15 15.20 £2.924 14.97 £2.8%343 15.33 £2.5%3% 13,65 £ 1.922345
3 16-21 15.27 £ 6.0** 14.11 £ 3.3234 13.29 +2.732 12.97 £2.332.3%
g 22-27 13.96 +2.23¢343 16.94 +2.853 15.63 + 1.8b¢34 12.69 £2.12%3
% 28-36 13.04 £2.1235 14.20 £ 2.63b34 16.86 + 3.7¢4 15.21 £2.95¢3453
~ 37-45 14.49 + 49345 14.13 £ 25234 15.09 £2.73%34% 1473 £ 442343
Adultos 15.86 +3.234 16.04 + 22243 15.64 + 3 4234 21.22 £3.156

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacioén (111-
206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

abc,de.

1.234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
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Cuadro 25: Longitud de vellosidades (um) en intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X £ DS Ascendente Transverso Descendente
X +DS X +DS X +DS
FIT 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
= F2Ta 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
= F2Tb 193.82 £103.4%2  242.5 +£63.0"? 0.00 = 0.0! 150.64 + 32,342
F3T 42.63 £+ 13.6%3 69.91 £39.5°3 44654292 4266 +44.2%3
0-7 28.67 +32.8%3 23.18 +£33.8%>4 1325 +21.3% 23,95 +28.72b3
\E 8-15 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
3 16-21 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0'
g 22-27 0.00 £0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £0.0!
g 28-36 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
A~ 37-45 0.00 £0.0' 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
Adultos 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-
206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

a,b,c,de.

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1234 diferencias entre filas (edades), p<0.05

Cuadro 26: Ancho de vellosidades (um) en intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X + DS Ascendente Transverso Descendente
X +DS X +DS X +DS
F1T 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0'
= F2Ta 0.00 £ 0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 +0.0!
= F2Tb 7473 £16.1%2  87.78+ 13.42 0.00 +0.0! 83.64 + 15.6°2
F3T 66.88 +£13.9*2 66.14 +£16.6*° 6128 +15.8*»2 5446 +15.6°3
0-7 30.20 £31.7*% 22,77 £32.7**  30.92 + 33.1%3 24.83 +26.8%*
& 8-15 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0'
3 16-21 0.00 +0.0! 0.00 £0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
% 22-27 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0'
<§ 28-36 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 £ 0.0!
~ 37-45 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0!
Adulto 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta

: fetos de segundo tercio de gestacién (111-

206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

abede: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

Las criptas coldnicas se desarrollan desde la etapa prenatal y contindan en la etapa postnatal,

las criptas de mayor longitud y mayor ancho se observan en el colon descendente de las alpacas

adultas, mientras que en el ciego y el colon ascendente se logra el mayor tamafio (longitud y

ancho) en crias a partir de los 8 dias de edad y en colon transverso en crias a partir de los 16 dias
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de edad, estos valores cambian en adultos que poseen valores similares a los hallados en el

nacimiento (Cuadros 27 y 28).

Cuadro 27: Longitud de criptas (um) en intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X + %S Ascendente Transverso Descendente
- X DS X = DS X =DS
FI1T 0.00 £ 0.0! 0.00 £ 0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
= F2Ta 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0!
-5
= F2Tb 71.40 +20.4*2 7191 +15.322 0.00 +0.0! 71.5 +17.7%2
F3T 65.88 +22.222 90.34 + 41.7°2 132.14 + 37.5¢2 148.55 + 33.043
0-7 229.67 +53.4%3 199.65 + 73.183 220.57 +71.7%3 220.50 * 69.924
\g 8-15 329.79 + 65.23* 359.74 + 55.9%> 266.03 +94.7%4 237.14 + 66.7>43
3 16-21 320.16 +£53.12*  344.51 +81.7*>*>  313.87 + 66.82%6 308.95 + 69.5%67
§ 22-27 322.26 + 49.82* 303.36 +23.924 273.29 + 61.3245 302.60 + 69.0267
g 28-36 344.06 + 35.7** 305.43 +£58.3%4  289.99 + 67.20450  276.47 + 66.9>456
R 37-45 319.33 £98.32* 34922 +113.4>*5  322.90 +97.726 292.05 + 66.4%367
Adultos 204.71 + 34 .83 211.42 +46.5%  295.88 +40.9b456 345.25 + 88.3¢7

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacioén (111-

206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estandar

a,bc,de.

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05

1.234: diferencias entre filas (edades), p<0.05

Cuadro 28: Ancho de criptas (um) del intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon
Etapa Edad X + DS Ascendente Transverso Descendente
X +DS X +DS X +DS
FIT 0.00 £0.0' 0.00 £0.0! 0.00 £0.0! 0.00 £0.0'
= F2Ta 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 +0.0! 0.00 £0.0!
= F2Tb 70.27 £ 14.432 69.94 + 10.7%? 0.00 £ 0.0°! 66.30 +7.22¢2
F3T 55.86 + 12.7%53 50.56 £9.2%3 57.94 £10.9%%3 52,98 + 11.420:34
0-7 48.57 +9.6%* 61.20 £ 12.4>24 59,63 +11.8%23 53.06 + 8.8%23
3 8-15 56.88 £10.8%%°  64.60 + 10.9"? 53.60 + 10.6*2 69.35 £ 11.62
3 16-21 61.26 +14.3235 6511 £17.9%2 58.39 +£9.9223 63.52 +£9.4223
*§ 22-27 62.78 +9.42b5 54.05 £9.4234 60.42 + 6.234 72.04 +7.62
é 28-36 613411123 5279 +£7.3%3% 5663 +6.82023 50.71 £ 18.6%4
~ 37-45 59.46 £10.6%%5  66.89 £15.0>%  66.62 £ 11.284 67.77 £ 12.1%2
Adultos 44,94 +7.5% 40.88 +7.283 45.34 + 8.3%3 65.96 + 12.0>2

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-
206 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (207-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias). X: media, DS: desvio estdndar

a,b,c,de.

: diferencias entre columnas (porciones intestinales), p<0.05
1.234: diferencias entre filas (edades), p<0.05
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V. CAPITULO II: DETERMINACION DE LOS PROCESOS DE
DIFERENCIACION Y MADURACION DEL EPITELIO INTESTINAL.

5.1. OBJETIVO

Determinar los procesos de diferenciacién y maduracién del epitelio intestinal de la

alpaca.

5.2. METODOLOGIA

Para cumplir estos objetivos se utilizaron diferentes técnicas histolégicas, histoquimicas

y de inmunohistoquimica dependiendo del tipo celular.

5.2.1 Enterocitos

Para realizar el estudio de células absortivas en el epitelio se utilizaron ldminas coloreadas
con H-E, se utilizaron las 1dminas que se usaron para el estudio morfolégico y morfométrico. La
lectura de las laminas se realizé con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania), oculares
HC Plan S de gran campo 10x/22 M, objetivos N Plan 5x/0.12, N Plan 10x/0.25 PH1, HC PL
Fluotar 40x/0.80 PH2, N Plan 63x/0.80 y HC PL APO 100x/1.40 PH3. Las imégenes fueron
captadas con la cdmara DFC7000 T (Leica, Alemania), almacenadas y procesadas mediante el
programa LAS V4.12 (Leica, Alemania) instalado en una computadora portétil Intel core i7 de

7ma generacién (Inspiron 14 7000, marca Dell); las imdgenes se tomaron en formato TIFF.

La determinacién del tiempo de maduracién de los enterocitos se realizé mediante la
identificacién de transportadores de glucosa (SGLT-1 y GLUT-2) en el epitelio intestinal,
mediante inmunohistoquimica; este estudio se realizé en epitelio de intestino delgado, no se
incluyé intestino grueso debido a que la presencia de transportadores de glucosa se expresa
principalmente en intestino delgado. Para lo cual se utilizaron tejidos montados en ldminas
preparadas con Poly-L-lisina (P8920, Sigma-Aldrich, USA), siguiendo protocolos establecidos

para esta técnica (Cuadro 10). El sistema de amplificacion y revelado usado fue el Kit rabbit ABC
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staining system (sc-2018 Santa Cruz Biotechnology, USA) (Taylor et al., 1996; Anglas et al.,
2012).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos:

SGLT-1: (07-1417, Millipore, USA), anticuerpo policlonal de conejo, obtenido de SGLT-1 de
intestino delgado de ratén-conejo, diluido a una concentracién de 1:50 (Hwang et al., 1991;

Anglas et al., 2012).

GLUT-2: (H-67) (sc-9117, Santa Cruz Biotechnology, USA), anticuerpo policlonal de conejo
obtenido de los aminodcidos del 32 al 98 del GLUT de origen humano, diluido a una
concentracidon de 1:50 (Eisenberg et al., 2005; Kellett et al., 2008; Yang et al., 2011, Anglas et
al., 2012).

En ambos casos se utilizaron yeyuno de ratdn, rata y cobayo como controles positivos y
las mismas ldminas de alpaca como controles negativos reemplazando el anticuerpo primario por

BSA al 0.1%.

La lectura de ldminas preparadas mediante inmunohistoquimica se realiz6 con el
microscopio DM4B usado en el estudio morfométrico y morfoldgico, previamente descrito. Para
analizar la marcacion especifica de SGLT-1 y GLUT-2 en el eje cripta-vellosidad del intestino
delgado, se dividi6 en dos zonas: vellosidad (apical, media, basal) y cripta (Yang et al., 2011).
Para SGLT-1, se determiné la marcacion en la membrana apical de los enterocitos y para GLUT-
2 en la membrana apical y en la membrana basolateral de los enterocitos. La intensidad de la
marcacion se clasificé como 0) sin marcacién, 1) marcacién leve, 2) marcacién moderada y 3)
marcacién fuerte (Zanuzzi, 2010; Yang et al., 2011). Se analizaron 10 campos de cada muestra

de cada porcidn intestinal de cada animal en estudio, determindndose el patréon de marcacion.

5.2.2 Células Caliciformes (CCAL)

Las CCAL se estudiaron mediante técnicas histologicas, histoquimicas y de
lectinhistoquimica para identificarlas, describirlas y cuantificarlas. La lectura de ldminas se
realizé con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania) utilizado para los estudios

morfolégicos y morfométricos descritos en el capitulo L.

Para determinar el nimero de CCAL se utilizaron las ldminas coloreadas con H-E,
utilizadas para estudios morfolégicos y morfométricos y ldminas que fueron coloreadas con 4cido
pery6dico de Schiff-Azul alcian (PAS-AA) (AFIP, 1995) (Cuadro 6). Esta técnica permiti6 la

identificacién de carbohidratos y de mucinas glicosiladas presentes en el citoplasma de las células
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caliciformes. El conteo de células caliciformes se realiz en todas las porciones de intestino
delgado, en el caso del intestino grueso no se realizé porque es muy elevada su proporcién en las
criptas coldnicas y no se puede tener una lectura correcta del nimero. Se observaron 25 ejes
cripta-vellosidad de duodeno, yeyuno e ileon, por cada animal en estudio. En el primer y segundo
tercio de gestacion el recuento se realiz en las evaginaciones del epitelio. Los resultados fueron

tabulados en tablas y utilizando el programa SPSS 15.0 se les realizé pruebas no paramétricas.

Las caracteristicas de las CCAL se describieron en tejidos coloreados con H-E en cada
etapa del desarrollo de los animales. En las ldminas coloreadas con PAS-AA se identificaron las
CCAL y se observo su coloracién, identificindose células PAS positivas de color magenta que
indica la presencia de mucinas y sialomucinas, AA positivas de color turquesa lo cual nos indica
la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados y células PAS y AA positivas, las cuales son de
color purpura que nos indica un contenido mixto. En cada campo estudiado se identificaron el
color de las células marcadas y el grado de marcacién de cada célula. Se generaron las siguientes

categorias: 1, marcacién leve; 2, marcacién moderada y 3, marcacién fuerte.

Para el estudio de glicoconjugados presentes en el citoplasma de las CCAL se utilizaron
tejidos montados en laminas positivadas con Poly L-lisina (Sigma Aldrich, USA) y procesadas
mediante la técnica de lectinhistoquimica (LHQ). Esta técnica permite la localizacidn,
identificacién y distincién con alta sensibilidad y especificidad de las diferentes secuencias de
carbohidratos presentes en el citoplasma de las CCAL para profundizar los resultados obtenidos

con las técnicas de PAS y AA.

La lectura de las 1dminas preparadas con LHQ fue cualitativa, se identificaron las CCAL
y se determind el grado de marcacién para cada lectina, segtin el siguiente criterio: 0, ausencia de
marcacion; 1, marcacién leve; 2, marcacién moderada y 3, marcacion fuerte. Este estudio nos
permiti6 identificar el tipo de carbohidrato presente en el citoplasma de las CCAL de la alpaca en
las diferentes etapas de desarrollo, los resultados se colocaron en tablas por lectinas. Para la
lectura de 1dminas se utilizé el microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania) utilizado para los

estudios morfoldgicos y morfométricos descritos en el capitulo L.

5.2.3. Células de Paneth (CP)

El estudio de CP se realiz6é mediante diferentes técnicas histoldgicas, histoquimicas de

lectinhistoquimica y de inmunohistoquimica (IHQ).

Técnicas histolégicas e histoquimicas: De las muestras incluidas en parafina se hicieron cortes
de 5 um de espesor, que fueron colocados en ldminas portaobjetos y coloreados con

Hematoxilina-Eosina (H-E) (Cuadro 4), Tricrémico de Masson (Cuadro 5), Floxina tartrazina
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(Cuadro 7) y PAS azul alcian (Cuadro 6) (Lendrum, 1947; Bradbury y Gordon, 1990; Zanuzzi, et
al., 2008; Lira et al., 2012; Vésquez et al., 2014).

Lectinhistoquimica: Se utilizo esta técnica para identificar la presencia de glicoconjugados en el
contenido de las CP, para ello se utilizaron las 1dminas preparadas para el estudio de CCAL y de
expresion de glicoconjugados en el epitelio, la técnica es descrita en el Cuadro N 9 (Zanuzzi et

al., 2008; Martinez et al., 2009; Zanuzzi et al., 2010).

Inmunohistoquimica: se utilizaron cortes de 5 um de espesor que fueron colocados en ldminas
portaobjetos previamente embebidas con Poly-L-Lysina (P 8920, Sigma-Aldrich, USA). Se
utiliz6 un anticuerpo policlonal biotinilado de conejo anti-lisozima (Accurate Chemical and
Scientific Corporation Westbury, NY, USA), diluido en una concentracion de 1:50. Como sistema
de deteccién se usé el Horseradish Peroxidasa Streptavidin SA 704 (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA) y como sistema de revelado la 33 diaminobencidina (DAB) (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA). Se prepararon controles positivos que incluyeron
glandula lacrimal de rat6n y alpaca, asi como yeyuno de ileon de ratén (Cuadro 11) (Zanuzzi et

al., 2008; Lira et al., 2012; Vésquez et al., 2014).

Otro grupo de ldminas fue incubado durante toda la noche con anticuerpo monoclonal de
raton anti antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) clon PC10 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Ca, USA), diluido en una concentracién de 1:100. Como sistema de
amplificacién y deteccion se utilizé el kit ABC de ratén (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Ca,

USA) (Cuadro 10) (Zanuzzi, 2010).

Analisis de Imagenes: las imdgenes fueron capturadas con un microscopio trinocular (Carl Zeiss,
modelo Primo Star, Alemania) con un ocular WF 10x/20, objetivos de 10X, 40X y 100X, que
tiene adicionado una cdmara digital (Canon Powershot G9, 12 megapixels, Japén); las imdgenes
se archivaron en formato Jpg, para luego ser procesadas y analizadas usando el programa
AxioVision 4.7 LE Canon para Carl Zeiss. Se evaluaron 30 CP de cada muestra por porcién por

animal, las variables estudiadas fueron eje mayor, eje menor y area de cada CP.

El nimero de CP se obtuvo mediante el conteo CP en 30 criptas por muestra por porcién
intestinal de cada animal, para lo cual se utilizé el objetivo 40X. Se seleccionaron para el estudio
las criptas que se encontraban en forma perpendicular a la muscular de la mucosa y presentaban

estructura completa.
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Analisis Estadistico: se utilizé el programa SPS 15.0. Las diferencias estadisticas entre grupos
se establecieron mediante la prueba de ANOVA, seguido de comparacién miltiple por la prueba

de TUKEY:; las diferencias significativas fueron establecidas como p<0.05.

5.2.4 Células enteroendocrinas (CEE)

La identificacién de CEE en el epitelio intestinal se realizé mediante la técnica de IHQ
(Cuadro 10), mediante el uso diferentes anticuerpos que reconocen al principal producto de
secrecion de los tipos celulares estudiados. Se identificé el lugar de ubicacién de las células asi
también se determind la edad segin el desarrollo en que aparecen. Para este estudio se

identificaron las siguientes células enteroendocrinas:

5.2.4.1. Células L: Las células L son las principales productoras del péptido tipo glucagon 1
(GLP-1) que tiene una funcién importante en el metabolismo de la glucosa, y cumple un rol
fundamental en la regulacién de la secrecion de insulina por parte de las células B del pancreas
(D™ Alesio et al., 2007; Lu, 2008). Para identificar estas células se utiliz6 la marcacién de GLP-1
mediante IHQ con el anticuerpo primario anti-GLP-1 (sc-73508, Santa Cruz Biotechnology), que
es un anticuerpo monoclonal de ratén utilizado en una concentracién de 1:50. El sistema de
amplificacién y revelado usado fue el Kit mouse ABC staining system (sc-2017, Santa Cruz
Biotechnology, USA). Como control positivo se utilizaron cortes de intestino delgado de raton y
colon de rata; como control negativo se utilizaron cortes de intestino de alpaca donde se reemplazé

el anticuerpo primario por BSA al 0.1%. (Cuadro 10) (Anglas et al., 2012).

5.2.4.2 Células K: Las células K son productoras del péptido inhibidor gastrico (GIP) (Shibasaki
y Seino, 2011; Yabe y Seino, 2011), que tiene como funcién disminuir el movimiento géstrico.
Para la identificacién de estas células se utiliz6 el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-
GIP (Nimero catdlogo ab22624, Abcam, Cambridge, Reyno Unido) en una concentracién de
1:200. El sistema de amplificaciéon y deteccion utilizado fue el Kit ImmunoCruz® rabbit ABC
staining system (sc-2018, Santa Cruz Biotechnology, USA). Como control positivo se utilizaron
cortes de duodeno de rata; como control negativo se utilizaron cortes de duodeno de alpaca donde

se reemplazo el anticuerpo primario por BSA al 0.1% (Cuadro 10).

5.2.4.3 Células I: la principal secrecion de estas células es la colecistoquinina (CCK), que tiene
un rol importante en la funcién interdigestiva y la funcién de la vesicula biliar (Zhu et al., 2011).
Las células I fueron identificadas mediante la marcacién de CCK por IHQ con el anticuerpo
primario policlonal de conejo anti CCK (nimero de catdlogo LS-C33772, Biosciences, USA) en
una concentracién de 1:200. El sistema de amplificacion y deteccién utilizado fue el Kit

ImmunoCruz® rabbit ABC staining system (sc-2018, Santa Cruz Biotechnology, USA). Como
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control positivo se utilizaron cortes de duodeno de rata; como control negativo se utilizaron cortes

de duodeno de alpaca donde se reemplazé el anticuerpo primario por BSA 0.1% (Cuadro 10).

5.4.3.4 Células N: Las células N son células enteroendocrinas ubicadas en el epitelio intestinal,
cuya principal secrecién es el péptido neurotensina, que es una hormona reguladora de varios
procesos digestivos, que incluyen la secrecion de dcido clorhidrico en el estémago, y la motilidad
y proliferacion celular en el intestino. Para la identificacion de las células N en el epitelio intestinal
de la alpaca se utiliz6 el anticuerpo policlonal de conejo anti-neurotensina, en una concentracion
de 1:200 (Numero catidlogo ab43833, Abcam, Cambridge, Reyno Unido). El sistema de
amplificacién y deteccién utilizado fue el Kit ImmunoCruz® rabbit ABC staining system (sc-
2018, Santa Cruz Biotechnology, USA). Como control positivo se utilizaron cortes de intestino
delgado de ratén y rata; como control negativo se utilizaron cortes de intestino de alpaca donde

se reemplazo el anticuerpo primario por BSA al 0.1% (Cuadro 10).

La lectura de ldminas se realiz6 con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania)
con el objetivo de 40x. El nimero de células enteroendocrinas se determind mediante el conteo
de células marcadas con el anticuerpo respectivo en 30 ejes cripta-vellosidad para cada porcién
intestinal de cada animal. En el primer y segundo tercio de gestacion el recuento se realiz6
en las evaginaciones del epitelio. Los resultados fueron tabulados y sometidos a pruebas

estadisticas no paramétricas con el programa SPS 15.0.

5.3. RESULTADOS

5.3.1 Enterocitos

5.3.1.1 Etapa fetal
El desarrollo del epitelio intestinal y la diferenciaciéon de sus células, en todas las

porciones del intestino, comenz durante el primer tercio de gestacion. En el intestino delgado,
hacia los 56 dias de gestacion y en el intestino grueso hacia los 80 dias de gestacion, se observaron
células cilindricas con niicleos basales, citoplasma con fuerte eosinofilia. Estas células, ubicadas
principalmente hacia la punta de las evaginaciones de la mucosa, poseen caracteristicas similares
a los enterocitos. La intensidad de la tincién de estas células fue disminuyendo conforme avanzé
la edad gestacional (Figura 38a, b). Hacia el final del primer tercio de gestacién, se pudo
identificar mediante inmunohistoquimica la presencia de transportadores de glucosa SGLT-1 y
GLUT-2 en las células ubicadas cerca la punta de las evaginaciones en las tres porciones del

intestino delgado (Cuadros 29 y 30).
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En el segundo tercio de gestacidn, la totalidad del epitelio cambié de estratificado a
simple, observdndose hacia el final del segundo tercio de gestacidon vellosidades revestidas
completamente por células epiteliales con caracteristicas de enterocitos postnatales, con presencia
de chapa estriada (Figura 38 d). En estas células se detectaron transportadores de glucosa, tanto
SGLT-1 como GLUT-2, en toda la extension de las evaginaciones y posteriormente en las
vellosidades formadas. Al final del segundo tercio, se observaron células con una marcacion leve
para GLUT-2 en las criptas (Cuadros 29 y 30). En el colon, el desarrollo del epitelio intestinal fue
mads lento, y recién hacia finales de este periodo se empezd a observar un epitelio que pasé de
estratificado a simple, con presencia de células tipo enterocitos, también conocidas como

colonocitos, ubicadas hacia la punta de las evaginaciones y vellosidades (Figura 38c).

En el tercer tercio de gestacién, en el intestino delgado, la diferenciacién de las
vellosidades y los enterocitos fue mas evidente; sin embargo, las células epiteliales presentaron
vacuolas que contenfan glucégeno en el citoplasma, y se denominaron enterocitos vacuolados
fetal (Figura 38 e, g). En el intestino grueso, hacia el final de este periodo se observé un recorte
de las vellosidades con desprendimiento de las puntas, observandose un nimero menor de células
tipo colonocitos, siendo mas abundantes en la zona mads apical, en el resto del epitelio se observé
un marcado incremento de CCAL; a diferencia del intestino delgado no se observan enterocitos
vacuolados fetal, pero si se observaron células en apoptosis (Figura 38 f, h). En este periodo, en
intestino delgado, también se observé marcaciéon de ambos transportadores, SGLT-1 y GLUT-2,
predominantemente en la membrana apical de los enterocitos de la zona apical de la vellosidad

(Cuadros 29 y 30, Figuras 40a, 41a).

5.3.1.2 Etapa postnatal:
En el intestino delgado, en animales recién nacidos se observé una gran cantidad de

enterocitos vacuolados fetales, que posteriormente fueron muriendo por apoptosis, y ya en el dia
7 fueron reemplazados por completo por enterocitos tipo adulto muy similares a los del animal
adulto (Figura 39 a, c, e). En el intestino grueso los colonocitos se observan especialmente en las
regiones mds superficiales del epitelio coldnico, con caracteristicas muy similares a las
encontradas en el adulto. Sin embargo, su nimero es reducido en comparacién al intestino delgado

por la abundancia de CCAL en el colon (Figura 39 b, d, f).

En la etapa postnatal, la marcacién de transportadores de glucosa SGLT-1 se observ en
las vellosidades de las tres porciones de intestino delgado. En duodeno e ileon, la marcacion fue
fuerte en la zona apical, moderada en la zona media y leve en la zona basal de la vellosidad y no
se observé marcacion en células de la cripta. En el caso del yeyuno, se observé una marcacién

fuerte en la zona apical y media, y marcaciéon moderada en la zona basal de las vellosidades,
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principalmente en crias, mientras que en los adultos la marcacién fue leve. En criptas solo se

observd marcacion en crias entre 16 a 36 dias post nacimiento (Cuadro 29, Figura 40 b, c, d).

La marcacion de transportadores de glucosa GLUT-2, tuvo un patrén muy similar a la del
transportador SGLT-1. La marcacién en las membranas apicales fue fuerte en la zona apical y
media de las vellosidades de las 3 porciones del intestino delgado; en cambio, en la zona basal de
las vellosidades se observé una marcacién moderada en duodeno y yeyuno y entre moderada y
fuerte en ileon. La membrana basolateral del epitelio de las vellosidades en la zona media y basal
presentd una marcacion leve mientras que, en la zona apical en duodeno y yeyuno, la marcacién
de la membrana basolateral fue moderada en algunas edades. En criptas de duodeno y yeyuno de
crias, la marcacién fue leve tanto en la membrana apical como en la membrana basolateral,
mientras que en adultos no se observé marcacién. En el ileon la marcacién en las criptas se
observd en crias a partir de los 8 dias de edad y en adultos no se observd marcaciéon en la

membrana basolateral (Cuadro 30, Figura 41 b, c, d, e, f).
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Figura 38: Enterocitos en epitelio intestinal de alpacas de etapa fetal. a) duodeno, 80 dias, 40x; b) colon
ascendente, 80 dias, 40x; c) colon descendente, 145 dias, 40x; d) ileon, 221 dias, 40x; e) yeyuno, 293 dias,
40x; f) colon ascendente, 330 dias, 10x; g) duodeno, 334 dias, 40x; h) colon transverso, 334 dias, 10x.

Coloracion H-E.

138



Flgura 39 ' Enterocuos en epitelio intestinal de alpacas, etapa postnatal. a) yeyuno, 0 dias, 40x; b)
colon descendente, 5 dias, 63x; ¢) duodeno, 3 dias, 40x; d) colon descendente, 31 dias, 63x; e) ileon, adulto,
63x; f) colon transverso, adulto, 63x. Coloracién H-E.
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Figura 40: Identificacion de transportadores SGLT-1 en epitelio de intestino delgado de alpacas
mediante IHQ. Etapa prenatal: a) yeyuno, 334 dias; Etapa postnatal: b) yeyuno, 1 dia de edad; ¢) leon,

36 dias; d) ileon, 45 dias. 10x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris.
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Figura 41: Identificacién de transportadores GLUT-2 en epitelio de intestino delgado de alpacas
mediante IHQ. Etapa prenatal: a) duodeno, 334 dias, 10x. Etapa postnatal: b) duodeno, 0 dias, 40x; c)
duodeno, 1 dia, 40x; d) duodeno, 11 dias, 10x; e) ileon, 45 dias, 10x. f) ileon, 45 dias, 10x. Coloracion de
contraste Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 29: Grado de marcacidn de transportadores SGLT-1 en eje cripta vellosidad del intestino delgado de alpacas

Duodeno Yeyuno Ileon
Vellosidad Vellosidad Vellosidad Cripta
Etapa Edad Cripta Cripta
Apical Medio Basal Apical Medio Basal Apical Medio Basal

= FIT 1 - - - 1 - - - 1 1 - -
) F2T 2 2 2 0 2 3 2 0 2 2 2 0
= F3T 3 3 2 0 3 3 3 0 3 2 2 0
0-7 3 2 1 0 3 2 2 0 3 3 2 0

8 8-15 3 2 1 0 3 2 1 0 3 3 1 0
= 16-21 2 2 1 0 3 3 2 1 3 2 1 0
g 22-27 3 2 1 0 3 3 2 1 3 3 1 0
é 28-36 3 2 1 0 3 3 3 1 3 3 1 0
I~ 37-45 2 1 0 0 3 2 1 0 2 2 2 0
Adultos 2 1 0 0 3 2 1 0 2 2 1 0

F1T: feto de primer tercio de gestacion (46-110 dias), F2T: feto de segundo tercio de gestacion (111-229 dias), F3T: feto de tercer tercio de gestacion (230-340 dias).
0: sin marcacion; 1: leve; 2: moderada; 3: fuerte
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Cuadro 30: Grado de marcacion de transportadores GLUT-2 en el eje cripta vellosidad del intestino delgado de alpacas.

Duodeno Yeyuno Ileon
Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta Vellosidad .
Etapa Edad Cripta
Apical Media Basal Apical Media Basal Apical Media Basal
MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL MA BL
< FIT T T TS
b F2T 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 1
= F3T 3 2 3 2 2 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 3 1 0 0
" 0-7 3 1 2 1 2 1 1 1 3 2 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 3 1 0 0
%‘ 8-15 3 2 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1
i 16-21 3 2 3 2 2 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 3 1 0 0
g 22-27 3 1 3 1 2 1 1 1 3 2 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 3 1 1 1
*E 28-36 3 1 3 1 2 1 1 1 3 2 3 1 2 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1
I~ 37-45 3 1 3 1 2 1 1 1 3 2 3 2 3 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 0
Adultos 3 1 3 1 1 1 0 0 3 1 3 1 1 1 0 0 3 1 3 1 2 1 1 0

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias), F2T: fetos de segundo tercio de gestacion (111-229 dias), F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340
dias).

MA: membrana apical; BL: membrana basolateral

0: sin marcacion; 1: leve; 2: moderada; 3: fuerte
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5.3.2 Células Caliciformes (CCAL)

Las CCAL son células secretoras que se encuentran en el epitelio intestinal, distribuidas
en el eje cripta vellosidad en todo el intestino. La aparicién de este tipo celular se inici6 a muy

temprana edad en la etapa fetal, y se mantuvo durante todo el desarrollo hasta la etapa postnatal.

5.3.2.1 Morfologia y niimero de CCAL

En el primer tercio de gestacion, desde los 56 dias, en duodeno, yeyuno e ileon, se
observaron células globosas con citoplasma cromé6fobo y nicleo desplazado hacia la base de la
célula, se encontraron inmersas dentro del epitelio estratificado (Figura 42 a). En esta etapa no se
contaron porque las evaginaciones son pequefias y la presencia de epitelio cilindrico estratificado,
dificulté su conteo. En el intestino grueso estas células se pudieron observar después del dia 80

de gestacidn, con las mismas caracteristicas que en el intestino delgado (Figura 42 b).

En el intestino delgado, hacia los 110 dias post concepcién (segundo tercio de gestacidn)
se comenzaron a observar células diferenciadas de forma globosa y nicleo basal, similares a las
CCAL maduras, las cuales presentaron un mayor tamafio en las siguientes edades. Estas células
se encontraron distribuidas en las evaginaciones, principalmente en las zonas donde el epitelio
presenta menos capas (Figura 42 ¢). El nimero de células identificadas estuvo en un rango de O a
9 por evaginacién con una mediana de 5 y una moda de 7, mientras que en yeyuno la moda fue
de 2 y en ileon de 6 con rangos que iban de 0 a 12 (Cuadro 31). En el intestino grueso, también
se observaron células similares a las CCAL distribuidas en toda la evaginacién del epitelio,

incrementandose el nimero conforme avanzé la edad (Figura 42d).

En el tercer tercio de gestacion se observaron CCAL bien diferenciadas distribuidas en el
eje cripta vellosidad en todo el intestino delgado (Figura 42 e), el nimero fue mayor hacia el final
de la gestacidn, con rangos que van de 5 a 24 células por eje cripta vellosidad, con una moda de
9 en duodeno e fleon y de 7 en yeyuno (Cuadro 31). En el intestino grueso se observé un mayor

nimero de CCAL en las criptas, cubriendo casi en su totalidad la superficie (Figura 42 f).

En la etapa postnatal, las CCAL se observaron en todas las porciones intestinales, como
células globosas en forma de caliz, con nucleo basal (Figura 43). En intestino delgado, el mayor
nimero de CCAL se observé en duodeno, con el mayor nimero entre 0 y los 7 dias post
nacimiento (15 células por eje cripta-vellosidad). En yeyuno, se observé un rango de 5 a30 CCAL
con una moda de 9 células por eje cripta vellosidad en el recién nacido y un rango de 9 a 25
células, con una moda de 14 células por eje cripta vellosidad en la etapa adulta. En {leon, el

nimero de CCAL se mantuvo en valores similares desde el dltimo tercio de gestacion hasta los
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primeros 21 dias post nacimiento, para luego aumentar llegando a un mayor nimero en animales

adultos donde se observé una moda de 17 células por eje cripta vellosidad (Cuadro 31).

Cuadro 31: Numero de células caliciformes en el eje cripta-vellosidad en intestino delgado de

alpacas.
Duodeno Yeyuno Ileon

Etapa Edad - - -
Mediana Mo M Mx Mediana Mo M Mx Mediana Mo M Mx
Fetal F2T 5.0 7 0 9 3.5 2 0 12 5.5 6 0 12
F3T 10.0 9 5 24 8.0 7 1 19 10.0 5 23
0-7 15.0 15 2 30 11.0 9 5 30 10.0 9 3 24
2 8-15 14.5 13 10 20 11.0 11 7 20 10.0 9 6 16
i 16-21 11.0 9 5 22 9.0 9 2 25 11.5 7 6 18
g 22-27 13.5 14 7 17 14.5 8 8 21 12.5 13 6 24
é 28-36 12.5 9 7 28 14.0 13 5 27 10.0 10 5 15
4 37-45 13.0 13 6 27 11.0 13 3 20 13.5 9 9 19
Adultos 12.0 12 7 16 17.0 14 9 25 23.5 17 17 30

Mo: moda; M: valor minimo; Mx: valor maximo
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Figura 42: Células caliciformes en el epitelio intestinal en fetos de alpacas. a) duodeno, 56 dias,
40x; b) colon ascendente, 80 dias, 40x; c) ileon, 119 dias, 40x; d) ciego, 207 dias, 40x; e) yeyuno, 330 dias,
40x; f) colon descendente, 334 dias, 40x. Coloracién H-E.
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Figura 43: Células caliciformes en epitelio intestinal de alpacas. a) duodeno, recién nacido, 40x; b)
colon descendente, 1 dia, 63x; c) ileon, 15 dias, 40x; d) colon transverso, 18 dias, 40x; e) duodeno, 35 dias,
40x; f) colon ascendente, 43 dias, 40x; g) duodeno, adulto, 63x; h) colon descendente, adulto, 63x.
Coloraciéon H-E.
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5.3.2.2 Estudio de células caliciformes mediante coloracion PAS-AA

Para los estudios de PAS-AA y LHQ el segundo tercio de gestacion fue dividido en 2
etapas: fetos de segundo tercio de gestacion a (F2Ta) que comprende edades entre 111 a 164 dias
y fetos de segundo tercio de gestacién b (F2Tb) que incluye fetos entre 165 a 229 dias. Esta
divisién se realizé porque en el segundo tercio de gestacion se observaron dos etapas de desarrollo
del epitelio, la primera donde no existen vellosidades y criptas diferenciadas y la segunda donde
se puede definir claramente el eje cripta-vellosidad. Los resultados obtenidos se expresaron en

una tabla comparativa por porciones y edades (Cuadro 31).

En duodeno, mediante la técnica de PAS-AA, se observaron algunas variaciones en las
primeras etapas de desarrollo. Las células con citoplasma croméfobo observadas con H-E en el
primer tercio de gestacion se colorearon, algunas de magenta (PAS+) y otras de purpura (mixtas).
En la primera mitad del segundo tercio desaparecieron las células PAS+, y aparecieron las AA+
(turquesas), que se mantuvieron siendo las tinicas hasta la segunda mitad del segundo tercio. Este
tipo de coloracién celular se observo también en las CCAL de adultos; mientras que en fetos de
tercer tercio y en crias desde el nacimiento hasta los 45 dias se encontraron CCAL con marcacién

fuerte para PAS, AA y marcacién mixta (Figura N° 44 e, f, g; Cuadro 31).

En yeyuno, con la coloracién PAS-AA se pudieron observar células positivas en fetos del
primer tercio de gestacion, algunas fuertemente PAS+, otras son AA+ (Figura 44 a). En el
segundo tercio, a diferencia de lo hallado en duodeno, hasta los 164 dias solo se observaron
células PAS+ y entre los 165 a 229 dias solo AA+. A partir del tercer tercio hasta los 45 dias post
nacimiento se observaron células PAS+, AA+ y mixtos y en adultos solo predominan las AA+
(Figura 44 d). En el caso de ileon, las CCAL fueron PAS+ en el primer tercio de gestacion,
mientras que en el segundo tercio hasta los 165 dias solo se observaron células AA+ y mixtas,
luego hasta la etapa postnatal (crias) se observaron los 3 tipos de células, PAS+, AA+ y mixtas,

pero en adultos solo se observaron células AA+ (Cuadro 31).

En el ciego, se observaron células con un aspecto similar al de CCAL desde los 80 dias
de gestacion, las cuales fueron PAS+. Luego, en el resto de la etapa fetal se observaron células
PAS+, AA+ y mixtas, mientras que en crias se reconocieron células AA+ y mixtas; y en el adulto

solo células AA+ (Cuadro 31).

En el colon ascendente se observaron células con caracteristicas de CCAL AA+ y mixtas
en las evaginaciones de la mucosa desde los 80 dias de edad (Figura 44 b); a partir de los 165 dias
de gestacion se pudieron reconocer células PAS+, AA+ y mixtas (Figura 44 c), mientras que en

las crias no se observaron células PAS+ y en adultos solo se encontraron células AA+. En colon
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transverso las células con caracteristicas de CCAL se colorearon entre leve y moderado con AA+
en el primer tercio de gestacién y en la segunda mitad del segundo tercio. En la primera mitad del
segundo tercio de gestacion, estas células fueron PAS+, AA+ y mixtas; mientras que, en crias, en
todas las edades se observaron células AA+ y de marcacidon mixta, mientras que en adultos solo
se observo células AA+ (Figura 44 h). En el colon descendente, En el primer tercio de gestacién
se pudieron reconocer algunas células globosas PAS+ y a partir de los 80 dias de gestacién
también se observaron mixtas, las cuales fueron ubicadas en las evaginaciones. Desde el segundo
tercio de gestacion se reconocieron, ademas, células AA+ en todas las edades, mientras que las
PAS+ solo se observaron en algunas edades. En adultos, en cambio, solo se encontraron células

AA+ (Cuadro 32).

Cuadro 32: Tincién de células caliciformes con PAS-AA en epitelio intestinal de alpacas.

Etapa Edad Duodeno  Yeyuno Tieon Ciego AscCe(l)ll((i):nte Trflfsl\(:(l:rso DesSglll(()iltlznte
FI1T 2M/3P 3M/2T 3M 2M 3T/3P 1-2T 3M/3P
= F2Ta 3T/3P 2M 3T/3P 3M/3T/3P 2-3T/2P 3M/3T/3P 3M/3T/3P
= F2Tb 3T 2T 3M/3T/3P  3M/3T/3P  2M/2T/3P 2-3T 3T/2P
F3T 3M/3T/3P  3M/3T/3P 3M/3T/3P 3M/3T/3P 2M/3T/3P 3M/3T/3P 1-3M/3T/3P
RN 3M/3T/3P  3M/3T/3P 3M/3T/3P 3T/3P 3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P
- 1-7 3M/3T/3P  3M/3T/3P  3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 3M/3T/3P
‘.g 8-15 3M/3T/3P  3M/3T/3P  3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 1-3M/3T/3P
= 16-21 3M/3T/3P  3M/3T/3P 3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P
§ 22-27 3M/3T/3P  3M/3T/3P  3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P
E 28-36 3M/3T/3P  3M/3T/3P  3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 3M/3T/3P
37-45 3M/3T/3P  3M/3T/3P 3M/3T/3P 3T/3P 3T/3P 3T/3P 3M/3T/3P
Adultos 3T 3T 3T 0-3T 2-3T 3T 2-3T

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacién (111-
164 dias); F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacion (165 a 229 dias), FT3: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacidos. T: turquesa (Azul alcian +), M: magenta (PAS+), P: ptrpura
(mixta), O: ausencia de tincidn, 1: tincién leve, 2: tincién moderada, 3: tincidn fuerte
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Figura 44: Células caliciformes en epitelio intestinal de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno, 56 dias, 63x;
b) colon ascendente, 119 dias, 63x; c) colon ascendente, 230 dias, 63x; d) yeyuno, 334 dias, 40x. Etapa
postnatal: e) duodeno, 2 dias, 40x; f) duodeno, 7 dias, 40x; g) duodeno, 30 dias, 40x; h) colon transverso,
adulto, 63x. Tincion PAS-AA.
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5.3.2.3 Estudio de células caliciformes mediante lectinhistoquimica (LHQ)

La técnica de LHQ permiti6 identificar los glicoconjugados presentes en las CCAL en
las diferentes edades y porciones intestinales. La presencia de estos glicoconjugados juega un rol
importante en el desarrollo de la barrera intestinal y se puede usar como indicador de maduracién

de las CCAL.

RCA-1: esta es una lectina que tuvo afinidad principalmente moderada en CCAL del intestino
delgado y ciego, encontrdndose marcacion desde el segundo tercio de gestacion (Figura 45 c). En
el caso del colon se observé marcacion en CCAL desde el primer tercio de gestacion siendo esta
moderada en colon ascendente y descendente y leve en colon transverso (Figura 45 a). En la
primera mitad del segundo tercio de gestacion en colon ascendente y descendente la marcacion
fue fuerte, y en colon transverso moderado. A partir de la segunda mitad del segundo tercio hasta
la etapa adulta, en colon transverso y descendente la marcacion fue leve, mientras que en colon
ascendente se observaron marcaciones de leves a fuertes dependiendo de las edades (Cuadro 33,

Figura 45 c, d).

Cuadro 33: Patrén de unién de la lectina RCA-1 en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asg(:ggme Tr;:r?slg::rso DeSS:lll(()iI;nte
F1T 0 0 0 0 2 1 2
E F2Ta 2 2 2 3 1-2 3
= F2Tb 2 2 2 2 1 1 1
F3T 0-1 1 2 1 1 1 1
RN 2 2 2 2 2 1 1
1-7 3 2 2 2 2 1 1
fg 8-15 1 2 1 2 1-2 1 1
- 16-21 2 2 1-2 2 2-3 1 1
E 22-27 2 2 2 2 2 1 1
S 28-36 2 2 2 2 2 1 1
37-45 2 2 1 1 1 1 1
Adultos 2 2 1 1 1 1 1

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido
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1. a) colon descendente, feto 80 dias, 63x; b) ileon, cria de alpaca de 3 dias, 40x; ¢) colon ascendente, cria
de 3 dias, 40x; d) colon ascendente, cria de 18 dias, 40x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris.

DBA: En el primer tercio de gestacién no se observo afinidad de la lectina DBA por el contenido
de las CCAL en intestino delgado y ciego, mientras que en colon ascendente se observé CCAL
con marcacién fuerte y en colon transverso y descendente con marcacién moderada. En el
segundo y tercer tercio de gestacion, la marcacion fue fuerte o moderada en CCAL de intestino
delgado, ciego y colon ascendente (Figura 46 a), mientras que en colon transverso y descendente
esta fue leve (Figura 46 b). En crias y animales adultos, la marcacién fue fuerte en duodeno,
yeyuno e ileon (Figura 46 d), mientras que en ciego solo fue fuerte hasta los 15 dias de edad para
luego ser leve. En el colon ascendente se observé marcacion leve en CCAL de todas las edades,
excepto entre los 28 a 36 dias de edad que fue moderado (Figura 46 c). Y en el caso de colon

transverso y descendente se observo marcacion variable dependiendo de la edad (Cuadro 34).
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Cuadro 34: Patron de unién de la lectina DBA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asc(i:llg:nte Tr;:r?sl\?:rso Des(c::Ill(:ll:ente

FIT 0 0 0 0 3 2 2

& F2Ta 3 2-3 2 3 2 2 2
= F2Tb 3 23 2 3 2 1 1
F3T 2 2 1-2 2 2 1 1

RN 2 2 2 2 1 2 1

; 1-7 2 2 2 2 1 1 2
2 8-15 2 2 2 1 1 1-2 2
3 16-21 2 2 2 1 1 12 1-2
g 22-27 2 2 2 1 1 1 2
2 28-36 2 2 2 1 2 1 2
37-45 2 2 2 1 1 1 1

Adultos 2 2 2 1 1 1 1

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 difas, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacidos.

n
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Figura 46: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina DBA.
a) Duodeno, feto 119 dias; b) colon ascendente, feto 216 dias; c) colon ascendente, cria de 2 dias; d) yeyuno,
cria de 11 dias; 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.

.
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GSL-1: es una lectina que tuvo afinidad desde el primer tercio de gestacion a CCAL de intestino
delgado, ciego y colon ascendente (Figura 47 a, b), perdiendo esta afinidad a partir de la segunda
mitad del segundo tercio de gestacién. En el caso de duodeno, en crias y adultos no se observd
CCAL con marcacién, mientras que en el resto de las porciones se observaron CCAL con
marcacién de 0 a 2 dependiendo de la edad. En fetos, y en colon ascendente de crias y adultos la

marcacion fue principalmente de forma granular (Cuadro 35, Figura 47 c, d).

SBA: se observé marcacion desde el segundo tercio de gestacion en intestino delgado y colon
transverso, mientras que en ciego, colon ascendente y colon descendente se observé marcacion
desde el primer tercio de gestacion. En el caso de duodeno, yeyuno e ileon, la marcacion fue
principalmente moderada, variando entre moderada a fuerte en algunas edades, mientras que en
ciego, colon ascendente y colon transverso fue entre leve y moderada variando segin edades. En
el caso del colon descendente no se observé marcacion en CCAL de fetos del tercer tercio de
gestacion y en crias desde el dia O hasta los 15 dias de edad, para luego observar marcacion

moderada (Cuadro 36, Figura 48).

SJA: En la etapa fetal no se observé marcacion de CCAL en ninguna de las porciones intestinales,
mientras que en ciego y colon de crias y adultos se observé marcacién leve a moderada en algunas
células en determinadas edades. En intestino delgado se observé marcacién entre leve y moderado
en algunas células en duodeno de crias de 37 a 45 dias de edad, yeyuno de crias de 16 a 21 dias y
de 37 a 45 dias. En ileon se observo marcacién de CCAL en crias de 1 a 15 dias de edad (Cuadro

37, Figura 49).

WGA: Las CCAL de duodeno tuvieron una marcacién moderada para esta lectina desde el
segundo tercio de gestacion hasta la edad adulta. En el yeyuno se observé marcacién moderada
en fetos entre el segundo y tercer tercio de gestacion; mientras que en crias se observd marcacion
leve entre los 8 a 27 dias, en restantes edades, incluidos los adultos, la marcacién fue negativa.
En ileon la marcacién fue generalmente leve, aunque fue negativa en fetos de la segunda mitad
del segundo tercio de gestacion y en recién nacidos (Figura 50 a, c). En ciego tampoco no se
observd marcacion en fetos del primer tercio y tercer tercio de gestacion, en el resto de las edades
la marcacién fue generalmente leve (Figura 50 b, d). En el caso del colon ascendente, en el primer
y segundo tercio de gestacion se observé marcaciéon moderada para luego ser leve en el resto de
las edades. En colon transverso se observé marcacién en CCAL recién a partir de los 16 dias de
edad post nacimiento, y en colon descendente la marcacién fue variada desde el primer tercio de

gestacion, siendo generalmente moderada en la etapa postnatal (Cuadro 38).
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Cuadro 35: Patron de unién de la lectina GSL-1 en células caliciformes del epitelio intestinal de

alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asg?llgznte Trflfsl\(f)::lrso Des(c::rll?ilénte

FIT 2-3% 2-3% 2.3 3% 2-3 0 0

& F2Ta 2-3% 3% 23%  2-3% 3% 2-3% 2%

= F2Tb 0-3 0-2 0 0 0 0 0

F3T 0-1 0-2 0-1 0 1-2% 0 0

RN 0 0 0 0 0 0-1 0-1

; 1-7 0 0 0 0-1 0 0-2 0-1

= 8-15 0 0 0 0 0 0-1 0-2

3 16-21 0 0 0 0-2 1% 0-2 0-2

E 22-27 0 0-2 0 0-2 1% 0-2 0-1

g 28-36 0 0-2 0 0-1 0-1% 0-2 0-1

37-45 0 0-1 0 0-1 0-1 0 0-1

Adultos 0 0-1 0-1  0-1 1% 0 0

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias), RN: recién nacidos
*: Marcacién en forma granular

2/
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Figura 47: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alaca marcadas con lectina GSL-1.
a) ileon, feto de 103 dias, 63x; b) ciego, feto 124 dias, 63x; c) colon descendente, cria de 43 dias, 40x; d)

ileon, cria de 45 dias; 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 36: Patrén de unién de la lectina SBA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego As&ﬂg:nte Traclfslgtl:rso DesS:lll(()ilflsnte

FIT 0 0 0 0-2 1-3 0 2

E F2Ta 1-3 2 1-2 2 3 1-2 1-3
= F2Tb 2 1 1 1 3 1 3%
F3T 2 1-3 0-1  0-1 0 0-1 0

RN 2-3 3 2 1 0 1 0

. 1-7 2-3 2 2 2 0-2 2 0
S 8-15 2 2 2 1-2 1-2 1-2 2
3 16-21 2 2 2 1-2 1-2 2 2
g 22-27 3 2 2 1 2 1 1-2
é 28-36 2 2 2 1 1 2 1-2
37-45 2 2 2 2 2 2 1-2

Adultos 2 2 2 2 2 2 1-2

F1T: Fetos de primer tercio de gestacioén (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido

*: Marcacidén en forma granular
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Figura 48: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SBA. a)
Ciego, feto de 80 dias; b) colon ascendente, feto 119 dias; c) duodeno, cria de 1 dia; d) colon descendente,
cria de 41 dias; 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 37: Patrén de unién de la lectina SJA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asg::g:nte Trfrfsl:r):rso Des(c::Ill(c)ll:tnte

FIT 0 0 0 0 0 0 0

& F2Ta 0 0 0 0 0 0 0
= F2Tb 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0 0 0 0 0 0 0

RN 0 0 0 0 0 0 0-1

; 1-7 0 0 02 01 0-1 0 0-1
2 8-15 0 0 0-1 0 0-1 0 0-1
3 16-21 0 0-1 0 0 1 0-2 0-1
g 22-27 0 0 0 0 0 0 0-1
é 28-36 0 0 0 0-1 0-2 0-1 0-1
37-45 0-2 0-2 0 0-1 0-2 0-2 0-1

Adultos 0 0 0 0-1 0-2 0-1 0-1

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 difas, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacidos

Figura 49: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SJA. a)
Ileon, cria de 37 dias; b) colon ascendente, cria de 11 dias; 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
Harris.
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Cuadro 38: Patrén de unién de la lectina WGA en células caliciformes del epitelio intestinal de

alpacas.
Etapa Edad Duodeno Yeyuno fleon Ciego Asci(l)ll((l):nte Trglfsl\?:rso DesS:Ill(()ll;nte

FIT 0 0 0 0 2 0 1
E F2Ta 2 2 2 1-2 2 0 3
= F2Tb 2 2 0 1 1 0 0
F3T 2 2 1 0 1 0 1
RN 2 0 0 1 1 0 2
1-7 2 0 1 1 1 0 1

\é 8-15 2 1 1 1-2 1 1 1-2
- 16-21 2 1 1-2 1 1 1 2
:é 22-27 2 1 1 1 1 1 2
S 28-36 2 0 1 1 1 1 2
37-45 2 0 1 1 1 1 1
Adultos 2 0 2 1 1 1 2

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias); F3T: Fetos de tercer tercio de

gestacion (230-340 dias); RN: recién nacidos
G: glicocalix, C: citoplasma, CCAL: células caliciformes
*: Marcacidn en forma granular

Figura 50: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina WGA.
a) ileon, feto de 141 dias; b) ciego, feto de 216 dias; c) fleon, cria de 7 dias; d) ciego, cria de 42 dfas; 40x.
Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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SWGA: No se observd marcacion en las CCAL de intestino de fetos de primer y segundo tercio
de gestacion, y en el tercer tercio solo se observé en yeyuno (moderado y granular) y en ciego (de
leve a moderado) (Figura 51a). En la etapa postnatal, en duodeno y yeyuno la marcacién fue
variable de leve a moderado principalmente con ausencia de marcacién en algunas edades,
mientras que en ileon no hubo marcacién en ninguna de las edades (Figura 51 d). En el ciego se
observo marcacion a partir de los 16 dias siendo esta entre leve y moderado (Figura 51c¢), mientras
que en colon ascendente la marcacién fue entre leve a fuerte en toda la etapa postnatal (Figura
51b). En colon transverso y descendente la marcacién fue variable, con ausencia de marcacion en

algunas edades (Cuadro 39).

Cuadro 39: Patrén de unién de la lectina SWGA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asge(l)ll((i):nte Tr;?r?sl:::rso Des(c::li(();;nte

F1T 0 0 0 0 0 0 0
3 F2Ta 0 0 0 0 0 0 0
= F2Tb 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0 2-3" 0 0-1 0 0 0
RN 0 0-2 0 0 1 0 0

1-7 0 0 0 0 2 0-1 0-1
£ 8-15 0-2 0 0o 2 12 0 0

= 16-21 3 0-2 0 1-2 2-3 0-2 0-1
E 22-27 0-1 0 0 2 3 0-1* 0
S 28-36 0-2 0 0 1 2 0 0

37-45 0-2 0-2 0 1 0-3 0-1 0-2

Adultos 2 0-2 0 1 0-2 0 0-2

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias); F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias); RN: recién nacido

*: Marcacion en forma granular
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Figura 51: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina SWGA.
a) ileon, feto de 317 dias; b) colon ascendente, cria de 5 dias; c) ciego, cria de 37 dias; d) ileon, cria de 45
dias; 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.

UEA-1: En la etapa fetal se observé marcacion variable en CCAL de intestino delgado y ciego
desde el segundo tercio de gestacion y desde el primer tercio de gestacion en colon descendente.
En colon transverso se observd marcacion recién en el tercer tercio de gestacion, mientras que en
colon ascendente la marcacion fue fuerte desde el primer tercio de gestacion hasta el final del
segundo tercio (Figura 52 a, b). En la etapa postnatal las CCAL de duodeno y colon presentaron
marcacioén variable en las diferentes edades, con ausencia de marcacion en algunas edades, siendo
esta marcacion en algunas células y por zonas principalmente (Figura 52 c, d). En yeyuno no se
observé marcacion de CCAL en ninguna edad y en ileon solo en crias de 8 a 15 dias. En el caso

de ciego se observé marcacion leve desde los 8 dias de edad (Cuadro 40).

LCA: en la etapa fetal, las CCAL presentaron marcacién de moderada a fuerte y de forma
granular en intestino delgado y grueso, principalmente en primer tercio y la primera mitad del
segundo tercio de gestacion. A partir de la segunda mitad del segundo tercio de gestacion hasta
el final de la gestacion se observo marcacion solo en algunas CCAL (Figura 53a, b), mientras que
en la etapa postnatal solo se observé marcaciéon en CCAL de duodeno de recién nacido y de todo

el intestino delgado de animales adultos (Cuadro 41, Figura 53c, d).

160




Cuadro 40: Patrén de unién de la lectina UEA-1 en células caliciformes del epitelio intestinal de
la alpaca.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asg:llg:nte Trz?l;)sl::rso DesS:li(()ll;nte

FIT 0 0 0 0 2 0 0-2

3 F2Ta 0-1 02 02 02 2 0 0-1
= F2Tb 0-1 0-2 0-2 2 2% 0 0
F3T 0-1 2 03 03 0-2 0-2 0-2

RN 0 0 03 0 0 323 22

17 0-2 0 03 0 0-3 2-3? 22

g 8-15 13 0o 01 1 12! 0-22 2
= 16-21 0 0 0 1 2! 0-22 0-1
g 2227 0 0 0 ! 0 0 0-2
é 28-36 0 0 0 1 0-3 0 0
37-45 2 0 0 1 0 0-22 0

Adultos 2 0 0 1 0 0 0

F1T: Fetos de primer tercio de gestacién (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacién (111-
164 difas, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacion (165 a 229 dias); F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias); RN: recién nacido

* Marcacién en forma granular

! marcacién por zonas

2: marcacién solo en algunas células de las criptas

3: marcacién solo en criptas superficiales

Figura 52: Células caliciformes en el epiteli intestinal de la alpaca marcadas con lectina UEA-
1. a) duodeno, feto de 334 dias, 63x; b) colon ascendente, feto de 330 dias, 40x; ¢) duodeno, cria de 7 dias,
40x; d) colon transverso, cria de 39 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.

161



Cuadro 41: Patrén de unién de la lectina LCA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego As&ﬂg:nte Trglfslggrso DesS:lll(()ilflsnte

FIT 2-3% 2-3% 2% Q% 0 0-2 2

3 F2Ta 2-3% 23% 23 12 13 2% 2-3
= F2Tb 0-2 0-2 12 02 0-2 2 0-2
F3T 0-2 0-2 03 01 0-3 0 0-1

RN 2 0 0 0 0 0 0

1-7 0 0 0 0 0 0 0

g 8-15 0 0 0 0 0 0 0
= 16-21 0 0 0 0 0 0 0
E 2227 0 0 0 0 0 0 0
S 28-36 0 0 0 0 0 0 0
37-45 0 0 0 0 0 0 0

Adultos 0-1 0-1 0 0 0 0 0

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias); F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias); RN: recién nacido

*: Marcacion en forma granular
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Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina LCA. a)
Yeyuno, feto de 80 dias, 40x; b) colon ascendente, feto de 124 dias, 63x; c) ileon, animal adulto, 40x; d)
ciego, animal adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.

Figura 5:
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Con A: Esta lectina no present6 afinidad por el contenido de las CCAL en todas las edades y
porciones intestinales (Figura 54).

L '*?\ ' £ e . ¢ i =
Figura 54: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina Con A.
a) colon ascendente, feto de 334 dias; b) duodeno, cria de 30 dias; 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de Harris.

2

PNA: la lectina PNA no tuvo afinidad por el contenido de las CCAL de intestino delgado y grueso

en ninguna de las edades estudiadas (Figura 55).
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Figura 55: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PNA. a)
yeyuno, feto de 46 dias, 63x; b) colon transverso, feto de 334 dias, 40x; c¢) colon ascendente, cria de 2 dias,
40x; d) yeyuno, cria de 3 dfas, 40x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris.
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PSA: con esta lectina se observé marcacion de las CCAL en todas las porciones intestinales,
excepto colon ascendente, desde el primer tercio de gestacion. Esta marcacion fue moderada a
fuerte en el primer tercio y primera mitad del segundo tercio, para luego pasar a ser variable, con
células marcadas y otras no marcadas (Figura 56a, b). En la etapa postnatal, se observé marcacion
variable en todas las edades en duodeno y colon descendente, (Figura 56¢), mientras que en
yeyuno se observaron algunas células marcadas desde los 28 dias de edad y en ileon solo en
animales adultos (Figura 56d). En ciego se observé marcacion leve en animales recién nacidos,
en crias de 28 a 36 dias y adultos; en colon descendente esta marcacién se observé en crias de 1

a7 dias y adultos, y en colon transverso en animales recién nacidos y adultos (Cuadro 42).

Cuadro 42: Patrén de union de la lectina PSA en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Asg:g:nte Trgr?slg:rso Des(c::Ill?ll;nte

FIT 2 2 2 2 0 2-3 2

E F2Ta 2-3 2 2-3% 23 2-3 2-3% 2%
= F2Tb 1 2 0-3 02 0-2 0-2 0-1
F3T 0-2 0-2 0-3  0-1 0-3 0-2 0-1

RN 0-1 0 0 1 0 1 0-1

. 1-7 0-1 0 0 0 0-1 0 0-2
= 8-15 0 0 0 0 0 0 0-2
3 16-21 0-1 0 0 0 0 0 0-2
g 22-27 0-1 0 0 0 0 0 0-2
é 28-36 0 0-1 0 1 0 0 0-1
37-45 0 0-1 0 0 0 0 0-1

Adultos 0-1 0-1 0-1 01 0-1 1 0-1

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestacién (165 a 229 dias), F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias), RN: recién nacidos

*: Marcacién en forma granular
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Figura 56: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PSA.
a) Yeyuno, feto de 80 dias, 63x; b) ciego, feto de 141 dias, 40x; c) colon descendente, cria recién nacida,
40x; d) ileon, animal adulto, 40x. Coloracién de contraste Hematoxilina de Harris.
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PHA-E: esta lectina presento afinidad por las CCAL desde el primer tercio de gestaciéon en
intestino delgado y grueso, excepto en ileon y colon ascendente. En duodeno, colon transverso y
descendente, la marcacién fue de leve a moderada, mientras que en yeyuno y colon ascendente
fue leve en algunas células. Las CCAL del ileon solo presentaron marcacién granular en fetos de
la primera mitad del segundo tercio de gestacion y en ciego, en este ultimo sector se observé esta
marcacion en el primer y segundo tercio de gestacion (Figura 57 a, b). En la etapa postnatal solo
se encontré marcacién en duodeno de crias recién nacidas y entre los 16 a 27 dias de edad (Cuadro

43, Figura 57 c, d).

PHA-L: no se observé marcaciéon de CCAL con esta lectina en ninguna porcién ni edad (Figura

58).
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Cuadro 43: Patrén de unién de la lectina PHA-E en células caliciformes del epitelio intestinal de
alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno fleon Ciego Asi(:ll:l):nte Tr;:r?sl:r):rso Des(c::Ill(t)ll:!nte
FIT 1-2 2 0 2% 0 2% 0
= F2Ta 0-2 1% 2% 1% 1-2% 1-2% 1-2%
= F2Tb 1 0 0 0 0-1 2 1
F3T 1 0-1 0 0 0-1 2-3
RN 2 0 0 0 0 0 0
. 1-7 0 0 0 0 0 0
= 8-15 0 0 0 0 0 0 0
3 16-21 1-2 0 0 0 0 0 0
g 22-27 0-1 0 0 0 0 0 0
é 28-36 0 0 0 0 0 0 0
37-45 0 0 0 0 0 0 0
Adultos 0 0 0 0 0 0 0

F1T: Fetos de primer tercio de gestacion (46 a 110 dias), F2Ta: Fetos de segundo tercio de gestacion (111-
164 dias, F2Tb: Fetos de segundo tercio de gestaciéon (165 a 229 dias); F3T: Fetos de tercer tercio de
gestacion (230-340 dias); RN: recién nacidos

*: Marcacién en forma granular

[=]

Figura 57: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PHA-
E. a) Duodeno, feto de 80 dias; b) colon ascendente, feto de 230 dias; ¢) duodeno, cria recién nacida; d)
colon descendente, cria de 42 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 58: Células caliciformes en el epitelio intestinal de la alpaca marcadas con lectina PHA-
L.a) fleon, cria de 21 dias; b) colon transverso, cria de 31 dias; 40x. Coloracion de transporte: Hematoxilina
de Harris.

- Ll b

5.3.3 Células de Paneth (CP)
En el presente estudio se identific6 la presencia de CP, asi mismo se determinaron sus

caracteristicas morfolégicas, morfométricas y el niimero de ellas en el intestino delgado.

5.3.3.1 Caracteristicas morfologicas

Al observar las ldminas coloreadas con H-E, no se reconocieron algunas de las
caracteristicas tipicas observadas en las CP de otras especies. Presentaron una coloracion
eosinofilica, de forma columnar alta, ubicadas en la base de las criptas de Lieberkiihn, pero no se
reconocieron los granulos tipicos que se observan en otras especies. Mediante esta coloracién, se
reconoci6 un nimero muy reducido de CP en las diferentes porciones del intestino delgado, ciego
y colon ascendente a partir de los 293 dias de gestacion, en ciego y colon no se las observa en la

etapa postnatal. (Figura 59a, b).

Con la coloracién tricrémica de Masson se reconocié un mayor nimero de CP, ubicadas
en la base de las criptas de Lieberkiihn de las 3 porciones del intestino delgado y los granulos
caracteristicos se observaron de color rojizo. Tenian forma columnar alta con un niicleo en la base
de la célula y los granulos distribuidos en todo el citoplasma (Figura 59¢, d). Mediante la
coloracién de Floxina Tartrazina, se evidenciaron CP desde el ultimo tercio de gestacién, con
granulos coloreados de rojo intenso, tipicos de esta coloracion (Figura 59e, f). Con la coloracién

PAS-AA no se pudieron evidenciar CP (Figura 59g, h).
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Mediante lectinhistoquimica, se observd marcacién fuerte de los grdnulos con la lectina
SBA (Figura 60a), marcacién leve con la lectina Con A (Figura 60b) y marcacién moderada con

la lectina PNA (Figura 60c, d), mientras que con el resto de las lectinas no existié6 marcacion.

En las ldminas preparadas mediante inmunohistoquimica para la determinacién de
lisozima, se pudieron reconocer con facilidad las CPs positivas, tanto por la presencia de granulos
abundantes de color marrén dorado oscuro en el citoplasma como por su distribucién en la base
de las criptas de Lieberkiihn. Las células positivas a lisozima se reconocieron desde los 293 dias
de gestacion. Los grdnulos de lisozima se observaron cémo estructuras vesiculares de borde
irregular que pueden alcanzar al perinticleo o que se encontraban en contacto con la membrana
nuclear. Los nicleos son casi esféricos desplazados hacia la parte basal de la célula, y la forma
de la célula es columnar alta, diferente a lo que se observa en otras especies como rata, raton,

humanos, entre otros, en las que es marcadamente piramidal (Figura 60e, f, g).

En las laminas preparadas con anti-anticuerpo PCNA, se observaron en la base de las
criptas de Lieberkiihn, células compatibles con CP, las cuales no presentaban marcacion a
diferencia de las células madre que se encuentran en esa regién y son positivas para este
anticuerpo, lo cual nos indica que las CP no estdn en proceso de multiplicacién celular, indicando

que son células que han terminado su proceso de diferenciacion celular (Figura 60h).
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Figura 59: Células de Paneth en epitelio intestinal de alpacas. Coloracién Hematoxilina Eosina.

a) yeyuno, 7 dias, 40x; b) duodeno, 37 dias, 100x. Tricrémico de Masson: c) yeyuno, 4 dias, 40x; d) ileon,

41 dias, 100x. Floxina Tartrazina: e) yeyuno, 3 dias, 100x; f) duodeno, 45 dias, 100x. PAS-AA: g) duodeno,

21 dias, 40x; h) yeyuno, 1 dia, 100x.
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Figura 60: Marcacién de granulos de células de Paneth. Lectinhistoquimica: a) lectina SBA,
duodeno, cria recién nacida; b) lectina Con-A, duodeno, cria de 45 dias; lectina PNA: ¢) ileon, cria de
45 dias; d) yeyuno, cria de 45 dfas. Inmunomarcacién de lisozima. Las flechas muestran células
positivas con granulos de células de Paneth positivos e) yeyuno de feto de 330 dias de gestacion; f)
ileon de cria recién nacida, g) ileon de cria de 15 dias. Inmunomarcacién de antigeno de proliferacién
celular nuclear (PCNA), h) las flechas muestran células con inmunomarcacién negativa en duodeno
de animal adulto. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris. 100x.
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5.3.3.2 Estudio morfométrico

En la etapa fetal, las células mds grandes se observaron en el duodeno, seguido del yeyuno
y finalmente del ileon, este resultado se basa en el estudio de eje mayor, eje menor y drea. Mientras
que al nacimiento se pudieron observar valores de drea y eje mayor similares en duodeno y
yeyuno, y conforme avanza en edad las células del {leon van incrementando su tamafio hasta los
45 dias de edad, momento en que en las tres porciones intestinales se observaron valores similares
para las 3 variables morfométricas, mientras que en la etapa adulta se encontraron células més

pequeiias que en crias, pero iguales entre las 3 porciones intestinales (Cuadro 44).

5.3.3.3 Numero de células de Paneth

En la etapa fetal se pudieron observar CP desde los 293 dias de gestacion, en igual en las
tres porciones de intestino delgado. En cambio, en las otras edades fetales estudiadas se encuentra
un mayor nimero de CP en el duodeno. Al nacimiento, el duodeno presenta el mayor nimero de
CP por cripta de Lieberkiihn (2.95+0.89), este resultado cambia conforme avanzan en edad los
animales, y en el grupo de 18 a 21 dias el ileon presenta mas CP que el duodeno y yeyuno. En
duodeno el nimero de CP va en aumento hasta el grupo de 28 a 36 dias de edad, mientras que en
yeyuno e ileon se mantiene constante y en la edad adulta hay un menor nlimero que en crias y es

similar a la etapa fetal (Cuadro 45).
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Cuadro 44: Morfometria de células de Paneth en intestino delgado de alpacas.

Etapa Fetal Postnatal
Edad, dias 293 317 325 330 RN 1-7 8-15 16-21 22-27 28-36 37-45 Adultos
5 D 20.1£3.7% 18.1+£3.82 20.9+4.1%" 18.1+4.4% 20.2+4.0* 18.7+3.3* 19.7+£3.6* 19.943.6* 21.1+£3.6* 21.3+3.8* 23.6x4.7° 16.2+£2 4¢
g g_ Y 17.9+£3.22 15.7+£2.52 15.8+£2.0% 17.3£1.8* 22.1+3.9° 22.0£4.7° 22.0£6.1° 23.1£5.0¢ 22.3+4.5° 24.2+4.5¢ 22.9+4.0¢ 17.2+£1.9%
% - I 14.3x1.7* 16.4+£3.22 16.6+1.6* 16.8+2.4% 17.6£3.9*" 21.345.6° 22.344.2° 21.7+4.2° 24.6+4.7¢ 25.846.0° 24.244.5¢ 16.4+2.9%
5 D 6.8+1.12 7.941.32 8.9+1.6> 8.5+1.4% 6.9+1.6*" 6.6£1.5% 7.843.12 6.7£1.4* 8.9+1.2° 7.8+1.8% 8.0+1.9° 7.741.4%
E g Y 5.5+0.9+" 8.8+0.9¢ 7.1£1.3° 7.1£1.2% 8.4+1.7¢ 7.7£2.3¢ 7.5+1.8° 8.2+1.7¢ 9.1£1.7¢ 8.3£1.8°" 8.5+1.8¢ 7.7£0.7°
';% - I 6.5+0.7° 5.941.1* 6.2+0.5? 5.7£1.1° 5.3+0.8? 6.2+1.8° 6.7+1.3° 6.9+1.5° 8.0£1.5¢ 6.6+1.9% 7.9£1.8¢ 7.440.8¢
D 135.9+46.8%" 138.5+£30.7*  196.2+63.7¢" 149.6+£33.9* 152.9+43.2° 138.6+35.5* 154.9447.2°>  142.9436.9° 202.6+43.1°  172.1£58.6°  193.1+52.7°  135.4437.6°
\g E Y 91.6+22.7* 139.1£26.1* 105.9+19.1* 130.9+31.5* 164.5£37.1>  157.1£62.0* 157.0£67.4°>  179.6£59.2"  194.6+47.2° 189.8454.1°  180.2#44.2°  119.5%10.7°
1 90.6+13.7* 94.0£20.1*" 94.8+7.5% 89.3+20.8%" 88.5+26.8%" 136.2+£59.7* 147.84£35.8*°  145.1+40.5% 191.7+48.7°  167.6£91.1° 183.6+64.5> 111.9£14.5%

RN: Recién nacido, D: duodeno, Y: yeyuno, I: ileon
Letras diferentes, indican diferencias estadisticas entre columnas (p<0.05)
* indican diferencias estadisticas entre filas (p<0.05)
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Cuadro 45: Nimero de células de Paneth en intestino delgado de alpacas.

Etapa Edad, dias Duodeno Yeyuno Tleon

293 0.95+0.69'2 1.3340.92!% 1.20+0.83"

= 317 1.35+0.75"% 0.80+0.521 1.15+0.811%®
= 325 1.53+0.70!2 0.95+0.45™ 1.20+0.70'®
330 1.90+0.90!3 1.13+0.731% 1.35+0.75'

Recién Nacido 2.95+0.89% 1.34+0.56'% 1.30+0.57'
1-7 1.46+1.07"2 1.25+0.70"2 1.92+1.031:2%
= 8-15 2.15+1.37%34 2.15+1.45% 2.00+1.30123
§ 16-21 2.26+1.67%% 2.14+1.09% 2.81+1.39%
‘g 22-27 2.60+1.15%4 1.88+1.25%% 2.63%1.15%3%
R 28-36 3.00+1.56% 2.24+1.19% 2.7240.96%3
37-45 2.33+]1.22%3% 2.08+1.26%%® 1.97+1.14123

Adultos 1.05+0.55" 1.23+0.90!% 1.80+0.4212°

RN: recién nacido, X: media, DS: desvio estandar
Numero diferentes, indican diferencias estadisticas entre filas (p<0.05) edades
Letras diferentes, indican diferencias estadisticas entre columnas (p<0.05) porciones

5.3.4 Células Enteroendocrinas (CEE)

En este estudio se identificaron 4 tipos de CEE en el epitelio intestinal de alpacas.

5.3.4.1 Células L

Las células L fueron observadas en el epitelio intestinal desde el duodeno hasta el colon
descendente, desde la etapa fetal hasta la edad adulta, siendo las células enteroendocrinas maés
numerosas de las células estudiadas. Su ubicacién es principalmente en la zona media de las
vellosidades y zona media y superficial de las criptas en el intestino grueso (Figura 61). En yeyuno
y colon descendente desde los 80 dias, mientras que en el resto de las porciones del intestino
delgado a partir de los 141 dias y en ciego, colon ascendente y transverso desde los 116 dias de

gestacion (Cuadro 46)

En duodeno se determiné una media y moda de O en la etapa fetal y de 1 desde los recién
nacidos, con un rango de 0 a 3 células en la etapa fetal y O a 2 en crias y adultos. En yeyuno la
media y moda es de 1, con rangos de células por cripta de 0 a 3 0 0 a 4 por edad. En el caso de
ileon, colon ascendente y descendente la mediana y moda es de 1 con rangos de células de 0 a 4
principalmente en la etapa fetal. En el caso de ciego y colon transverso la media y moda en algunas
edades es 1 y con rangos celulares mdximos de 0 a 4 en etapa fetal y 0 a 3 en crias y adultos
(Cuadro 46).
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Figura 61: Identificacién de células L en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran células
con inmunomarcacién de péptido tipo glucagén en células L positivas de a) colon ascendente, feto de 119
dias, 40x; b) colon ascendente, feto de 207 dias, 63x; c) ileon, feto de 317 dias, 40x; d) colon descendente,
feto de 325 dias, 40x; e) colon transverso, cria de 18 dias, 40x; f) yeyuno, cria de 21 dias, 40x. Coloracién
de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 46: Nimero de Células L productoras de GLP-1 por eje cripta vellosidad en epitelio intestinal de alpacas.

Colon Colon Colon

Duodeno Yeyuno lieon Ciego Ascendente Transverso Descendente

Etapa Edad

Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx

= FIT 60 0 0 0 10 1 0 3 00 O O O 0O O O O 0O O O O 00 O O O 10 1 O 3
o F2T o5 o0 0 3 00 0 0 2 10 1 0 3 10 1 O 4 10 1 O 4 00 1 O 4 10 1 O 3
= F3T 10 0 0 3 10 1 0 4 10 1 0 4 10 1 0 4 10 1 0 2 10 1 0 4 10 1 0 3
" 0-7 (o 1.0 2 10 1 0 3 10 1 0 2 00 0 0 2 10 1 0 2 10 O O 4 10 1 0 3
\_g 8-15 (o 1.0 2 10 1 0 3 10 1 1 4 00 0 0 2 10 1 0 1 10 1 O 3 10 1 0O 3
rS 16-21 (o 1.0 2 10102 10 1 1 2 00 0 0 2 10 1 0 2 10 0 O 3 10 1 0 3
g 22-27 (o 1.0 2 10 1 1 3 20 2 1 3 10 1 0 2 10 1 O 1 00 O O 1 10 1 O 2
% 28-36 (o 1.0 2 10 1 1 4 10 1 1 4 00 0 0 2 10 1 0 3 10 1 0 3 10 1 0 2
I~ 37-45 (o 1.0 2 10 1 1 3 20 2 1 5 00 0 O0 2 10 1 O0 2 10 1 O 3 10 1 0 3

Adultos (0 1.0 3 10 1 1 2 10 1 1 2 10 1 O0 1 10 1 O 2 10 O O 3 20 2 1 2

Med: mediana; Mo: Moda; M: valor minimo; Mx: valor maximo
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5.3.4.2 Células K

Las células K son células productoras de péptido inhibidor gastrico (GIP), estas células
fueron ubicadas en duodeno y yeyuno; en el caso del duodeno se pudieron identificar desde el dia
164 de gestacién y en yeyuno a partir del dia 293 de gestacidon. El nimero de células tanto en
duodeno y yeyuno es escaso, tanto la mediana y la moda es 0, con un rango de 0 a 1 por eje cripta
vellosidad (Cuadro 47). Son células con forma de lagrima, poseen con un nucleo central basal
redondeado, con granulos citoplasmaticos abundantes positivos a la IHQ (Figura 62). Se ubican

en la zona basal media de la evaginacion en el segundo tercio de gestacion y a partir del tercer

tercio en la zona media de la vellosidad principalmente.

Figura 62: Identificacion de células K en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran células
con inmunomarcacion de péptido inhibidor géstrico (GIP) en células K positivas de a) yeyuno, feto de 334
dias, 40x; b) duodeno, cria de 18 dias, 63x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.

Cuadro 47: Numero de Células K productoras de GIP por eje cripta vellosidad en epitelio
intestinal de alpacas.

Duodeno Yeyuno
Etapa Edad Mediana Mo M  Mx Mediana Mo M  Mx

_ FIT 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0
§ F2T 0.0 0 o0 1 0.0 0 0 0
F3T 0.0 0 o0 1 0.0 0 0 1

0-7 0.0 0 0 1 0.0 0 0 1

g 8-15 0.0 0 o0 1 0.0 0 0 1
< 16-21 0.0 0 0 1 0.0 0 0 1
g 22-27 0.0 0o o0 1 0.0 0 0 1
£ 28-36 0.0 0 0 1 0.0 0 0 1
& 37-45 0.0 0 0 1 0.0 0 0 1
Adultos 0.0 0 0 1 0.0 0 0 1

Mo: moda, M: valor minimo, Mx: valor maximo
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5.3.4.3 Células I

Las células I son células productoras de colecistoquinina (CCK). Se identificaron en
duodeno y yeyuno. En el duodeno se observan desde los 216 dias de gestacion y en yeyuno desde
los 325 dias de gestacion. Se ubican en la zona basal media de la vellosidad. La mediana y moda

en casi todas las edades es 0, excepto en duodeno de adultos donde la mediana es 0.5. Por eje

cripta vellosidad se observan entre 0 a 2 células (Cuadro 48; Figura 63).

e > _ : 3 ' s, :
Figura 63: Identificacion de células I en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran células
con inmunomarcacién de colecistoquinina (CCK) en células I positivas de a) yeyuno, feto de 325 dias, 40x;
b) yeyuno, feto de 334 dias, 63x; c) yeyuno, cria de 21 dias, 100x; d) duodeno, cria de 31 dias, 63x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 48: Nimero de células I productoras de CCK por eje cripta vellosidad en epitelio intestinal
de alpacas.

Duodeno Yeyuno
Etapa Edad Mediana Mo M Mx Mediana Mo M  Mx

_ FIT 0.0 0 0 0 0.0 0 0 0
g F2T 0.0 0 0 1 0.0 0 0 0
= F3T 0.0 0o 0 1 0.0 0 0 1
0-7 0.0 0o o0 2 0.0 0 o0 2

e 8-15 0.0 0 0 1 0.0 0 0 2
< 16-21 0.0 0 0 2 0.0 o o0 2
= 22-27 0.0 0 o0 1 0.0 O |
= 28-36 0.0 0 0 2 0.0 0 0 2
~ 37-45 0.0 0o 0 2 0.0 0o o0 2
Adultos 0.5 0o o0 2 0.0 0 o0 1

Mo: moda; M: valor minimo; Mx: valor maximo

5.3.4.4 Células N
Las células N se observaron en el epitelio intestinal desde el duodeno hasta colon

transverso. En el intestino delgado se observaron desde el segundo tercio de gestacién, ubicadas
en la zona media de las evaginaciones, y a partir de la aparicion de las vellosidades las células N
se observaron en la zona basal media de las vellosidades. En el caso de ciego colon ascendente y
colon transverso se ubican en la zona media de las criptas. Son células grandes con nicleo central

y citoplasma con vacuolas conteniendo la hormona (Figura 64).

En duodeno se observaron desde el dia 164, hasta la edad adulta, el ndmero de células en
cada edad estd en un rango de 0 a 1 o de 0 a 2 células por eje cripta vellosidad, con una moda y
una mediana de 0. En yeyuno e ileon la aparicién de estas células ocurri6 a los 141 dias de
gestaciéon. En yeyuno la mediana y moda fue de O en todas las edades. Se observé en fetos de
segundo y tercer tercio y en crias de 8 a 15 dias el mayor rango celular, O a 3 por eje cripta
vellosidad. En ileon la mediana y la moda fue de 1, siendo los fetos de tercer tercio quienes

presentaron el mayor rango, 0 a 4 células por eje cripta vellosidad.

En intestino grueso se encontraron células N en fetos, desde los 119 dias en colon
ascendente y transverso y desde los 141 dias en ciego. En el caso de ciego estas células se
reconocieron hasta en crias de 7 dias de edad, el mayor nimero se observé en fetos del segundo
tercio, mientras que en colon ascendente se reconocieron hasta los 18 dias de edad y en colon

transverso hasta los 21 dias (Cuadro 49).
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Figura 64: Identificacion de células N en epitelio intestinal de alpacas. Las flechas muestran células
con inmunomarcacién neurotensina en células N positivas de a) ciego, feto de 164 dias, 40x; b) ileon, feto
de 296 dias, 63x; c) ileon, cria de 21 dias, 40x; d) ciego, adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina
de Harris.
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Cuadro 49: Nimero de células N productoras de neurotensina por eje cripta vellosidad en epitelio intestinal de alpacas.

Etapa Edad Duodeno Yeyuno fleon Ciego AS(f:l)ll((l):n te Colon Transverso
Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx
= FIT 00 O O 0 0O O O 0O 0O O O O 00 O O O 00 O O O 00 O 0 O
2 FT 00 O 0 2 00 O O 3 00 O O 2 10 O O 4 00 O O 4 00 0 0 2
= F3T 00 O O 1 00 O O 3 10 1 O 4 00 O O 2 00 O O 1 00 0 0 2
" 0-7 60 o 0 2 00 0O O 2 00 O O 2 00 O O 2 00 O O 2 00 0 0 2
%‘ 15 o000 0 0 1 10 O O 3 10 1 O 2 00 O O O 0O O O 1 00 O O 1
- 1621 00 O O 1 00 O O0 2 10 1 O 3 00 O O O 00 O O 3 00 O O O
§ 2227 00 0 O 1 00 O O 1 0O O O 2 00 O O O 00 O O O 00 O O0 O
g 2836 00 O O 1 0O O O 1 0O O O 3 00 O O O 00 O O O 00 O 0 O
I~ 374 00 0 O 1 00 O O 1 00 O O 2 00 O O O 00 O O O 00 O 0 O
Adultos 00 0 0 1 00 O O 1 10 O O 2 00 O O O 00 O O O 00 O 0 O

M:

Med: Mediana; Mo: moda;

valor minimo; Mx: valor maximo
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VI. CAPITULO III: EXPRESION DE GLICOCONJUGADOS DEL EPITELIO
INTESTINAL

6.1 OBJETIVO

Determinar la expresion de glicoconjugados en el epitelio intestinal de la alpaca durante

su desarrollo.

6.2 METODOLOGIA

Los carbohidratos son integrantes de todas las células y forman glicoconjugados con
lipidos y proteinas presentes en la membrana celular y en el citoplasma. El estudio de los
glicoconjugados en el epitelio intestinal se realizé6 mediante la identificacién de carbohidratos
presentes en ellos, mediante las técnicas histoquimicas de dcido peryddico-Schiff (PAS)-azul

alcian (AA) y la de lectinhistoquimica (LHQ).

6.2.1 Técnica histoquimicas de acido peryodico-Schiff (PAS)-azul alcian (AA)

La técnica histoquimica de PAS es una técnica sencilla, rdpida y muy utilizada para la
deteccién de carbohidratos en los tejidos. Su reaccidn esta basada en la generacidon de grupos
aldehidos libres a través de la oxidacién de los grupos 1:2 glicol o de sus derivados aminados o
alquilaminados, por medio del 4cido tetrayddico IV (HIO4). Los aldehidos libres reaccionan con
el 4cido sulfirico (H.SO4)-fucsina del reactivo de Schiff, formando un compuesto que adquiere
color magenta. Este método da resultado positivo ante la presencia de glucégeno, mucinas,
sialomucinas y quitina. La coloracion de AA, se basa en la generacion de ligaduras electrostaticas
entre el colorante cargado positivamente (catidnico) y polisacdridos dcidos de los tejidos que
contienen repetidos grupos anidnicos como écidos carboxilados o sulfatados, los cuales se tifien
de color azul turquesa. La técnica PAS-AA permiti6, ademads, identificar células con contenido

mixto (PAS-AA +), las cuales se colorearon de color ptrpura (Cook, 1990).
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Se prepararon laminas de Sum de espesor, las cuales fueron coloreadas con PAS-AA
(Cuadro 6). La lectura de ldminas se realizé con el microscopio DM 4B usado en el capitulo I. En
las 1aminas coloreadas se identificé el glicocalix y el citoplasma de las células epiteliales, donde
se determind marcacion magenta (PAS+), turquesa (AA+) y ptirpura (mixto positivo) y ademas
se identificé el grado de marcacién, 0: ausencia de marcacién, 1: marcacién leve, 2: marcacion

moderada, 3: marcacion fuerte.

6.2.2 Lectinhistoquimica (LHQ)

Las lectinas son un grupo heterogéneo de proteinas o glicoproteinas de origen no inmune,
que tienen la propiedad de unirse con alta especificidad, y en forma reversible y no covalente a
ciertos residuos de azicares presentes en los glicoconjugados. El fundamento de esta técnica
reside en su capacidad para poder localizar, identificar y diferenciar con gran sensibilidad y
especificidad variaciones en la secuencia de carbohidratos de las células, permitiendo discriminar
distintas poblaciones celulares; asi mismo, permite establecer si la expresion de carbohidratos de
una célula cambia durante distintos procesos fisiol6gicos o patolégicos, lo cual hace que esta
técnica sea apropiada para el estudio de la diferenciacién celular que ocurre en el epitelio intestinal

(Barbeito y Gimeno, 2004).

Mediante LHQ se identific6 la expresion de glicidos presente en el glicocalix y en el
citoplasma de las células del epitelio intestinal (vellosidades y criptas) y glandulas de Briinner en
las diferentes porciones intestinales. Para esto se utilizaron cortes de 4 pum de espesor de las
diferentes porciones intestinales, las cuales fueron colocadas en 1dminas positivadas con Poly L-
lisina (Sigma Aldrich, USA), y se trabajaron siguiendo el protocolo descrito en el cuadro 8. Se
utilizaron 14 lectinas biotiniladas (Vector Laboratories, INC, Burlingame, CA, EE.UU) (Cuadro
7). Se utiliz6 el sistema estreptavidina peroxidasa (Horseradish peroxidase Streptavidine-RTU,
Vector laboratories, INC, Burlingame, CA, EE.UU) como sistema de deteccion y amplificacion
de las uniones producidas por la afinidad entre la estreptavidina y la biotina. Se utiliz6 la 3,3
diaminobencidina (DAB) como cromégeno por su capacidad de reaccionar con el producto de
esta reaccion enzimadtica, lo cual se observé de color pardo dorado oscuro en los sitios de unién
de las lectinas con los carbohidratos de los tejidos. Como coloraciéon de contraste se utilizd
hematoxilina de Harris para la marcacién de los nicleos (Goldstein y Hayes, 1978; Goldstein et

al., 1980; Cobo et al., 2004; Fernandez et al., 2004; Barbeito et al., 2005).

La lectura de las 1dminas se realizé6 mediante el barrido de los tejidos, con el microscopio
DM 4B (Leica, Alemania) utilizado en los estudios del capitulo 1. Se determiné el grado de

marcacion en el glicocalix y citoplasma de células del epitelio de vellosidades, criptas y glandulas
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de Briinner, en las diferentes porciones intestinales, en todas las edades. El grado de marcacion
utilizado fue de O: ausencia de marcacién, 1: marcacién leve, 2: marcacién moderada y 3:
marcacion fuerte. Los resultados obtenidos fueron colocados en tablas de resumen por porciones

por edades.

6.3. RESULTADOS

6.3.1 PAS-AA

6.3.1.1 Intestino delgado
En duodeno, en el primer tercio de gestacidn, se observé marcaciéon AA+ en glicocdlix y

citoplasma de las células epiteliales (Figura 65a). En la primera mitad del segundo tercio de
gestacidn, no se observo tincidn del epitelio (Figura 65b), mientras que en la segunda mitad se
observa tincion AA fuerte en el glicocdlix de las células epiteliales de la vellosidad y de la cripta,
lo cual se mantiene hasta el tercer tercio, mientras que el citoplasma se observé tincién AA leve
en vellosidades y sin tincién en criptas. En yeyuno, en el primer tercio y primera mitad del
segundo tercio se observé tinciéon AA+ en el glicocdlix en algunos animales y en otros la tincién
fue mixta; mientras que en ileon solo se observo tincion AA+. En la segunda mitad del segundo
tercio de gestacion en yeyuno se observo tincion AA+ en glicocalix de las células de la vellosidad
intestinal, y en ileon esta tincién fue en vellosidad y cripta (Figura 65c). En el tercer tercio de
gestacion el glicocdlix de las vellosidades mantienen la tinciéon AA similar al segundo tercio de
gestacion y el citoplasma en vellosidades también adquiere tincién AA. En el caso de las criptas

de yeyuno estas se tilen de PAS+ (Figura 65d).

En la etapa postnatal, en duodeno, el glicocdlix de las vellosidades varia por edades, desde
una tincién solo AA+ en el recién nacido, pasando a una tincién PAS+ en las siguientes edades
(Figura 65e) y mixta entre los 16 a 36 dias de edad, mientras que en el adulto solo se observé
AA+. En el caso del citoplasma se observé coloracién en algunas edades. Las criptas presentaron
tincién variada por edades similares a lo presentado las vellosidades. Las glandulas de Briinner
presentaron tinciéon AA+ en glicocalix desde el tercer tercio de gestacién hasta la edad adulta, y
marcacién PAS+ y otras AA+ en el citoplasma hasta los 21 dias de edad, para luego ser solo AA+
(Figura 65g). En el caso del yeyuno e ileon, el glicocdlix de las vellosidades presentaron tincién
mixta en casi todas las edades (Figura 65h), mientras que en criptas la tincién fue principalmente
AA+ con citoplasma PAS+ (Figura 65f, Cuadro 50). Entre el final del tercer tercio de gestacion

y los primeros dias postnatal, se observé que los enterocitos fetales presentaron vacuolas PAS+.
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6.3.1.2 Intestino grueso

En el primer y segundo tercio de gestacidn, se observo tinciéon AA+ en el glicocélix de
las células epiteliales en todas las porciones (Figura 66a, b). En la segunda parte del segundo
tercio de gestacion, el glicocdlix del epitelio superficial de todas las porciones es AA+ (Figura
66c), y este se mantiene en ciego o cambia a mixto en el resto de porciones. En el caso de las
criptas, el glicocédlix es AA+ con citoplasma mixto en colon ascendente y AA en colon
descendente (Figura 66d). En la etapa postnatal, la tincidn del glicocdlix en todas las porciones se
mantuvo como al final del tercer tercio de gestacidon. En el citoplasma de las células de las
vellosidades de ciego se observd tincion PAS+ en el recién nacido y PAS+ y AA+ por zonas en
otras edades (Figura 66 f) y se mantuvo constante como al final del tercer tercio en el resto de las

porciones (Figura 66e, g, h; Cuadro 51).
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Figura 65: Tincion PAS-AA en intestino delgado de alpacas. Etapa Fetal: a) duodeno, 56 dias, 40x;

b) duodeno, 119 dias, 40x; c) ileon, 216 dias 63x; d) yeyuno, 317 dias, 10x. Etapa postnatal: e) duodeno, 4
dias, 40x; f) ileon, 5 dfas, 40x; g) duodeno, 27 dias, 40x; h) yeyuno, 37 dias, 10x.

185



Figura 66: Tincién PAS-AA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80 dias,
40x; b) ciego, 141 dias, 40x; c) ciego, 216 dias, 40x; d) colon descendente, 296 dias, 40x. Etapa postnatal:

e) colon descendente, 2 dias, 10x; f) ciego, 7 dias, 40x; g) colon transverso, 31 dias, 40x; h) colon
ascendente, 42 dias, 10x.
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Cuadro 50: Tincién PAS-AA en intestino delgado de alpacas.

Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacién Evaginacion Evaginacién
G C G C G C
FIT 1T 1T 1T/1P 0/0/0 1-2T 0/0/0
F2Ta 0/0/0 0/0/0 1T/1P 0/0/0 1-2T 0/0/0
— Vellosidad . Vellosidad . Vellosidad .
% Intestinal Cripta GB Intestinal Cripta Intestinal Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3T IT 3T 0/0/0 - - 2T 0/0/0 0/0/0 0/0/0 3T 0/0/0 0-1T 0/0/0
F3T 3T 1T 1-3T 0/0/0  2-3T IM/2T 1-2T 1T 3P 1T 3T 0/0/0 2-3T 1T
RN 3T 0/0/0 3P 0/0/0 2T 0-2M/0-3T 2-3P 0/0/0 1T 0/0/0 3T 0/0/0 0/0/0 0/0/0
2 1-7 3M 0-1IM 0-1M 0/0/0  2-3T 0-2M/2T 3P 0/0/0 1-2T 0/0/0 3T 0/0/0  0-2M/0-3T  0-2M
= 8-15 3M 0-2M 0-2M 0/0/0 3T 2M/2T 3P 0/0/0 1T IM 3P 0/0/0 1T 0/0/0
= 16-21 0-3M/0-3P  0/0/0 0-3M 0/0/0 3T 0-1M/1-2T  0-3M/0-3P  0/0/0  1-2M/0-3T IM 3P 0/0/0 1T 0/0/0
§ 22-27 3P 0/0/0 2T 0/0/0 3T 3T 3P 0/0/0 3T 1-2M 3P 0/0/0 2-3T 0/0/0
g 28-36 0-3M/3P 0/0/0  0-3M/0-3T  0/0/0 3T 2T 3P 0/0/0 2T IM 3P 0/0/0 1-2T 1-2M
R 37-45 0-3M/0-3T  0-1M 3T 0-2T 3T 32T 3P 0/0/0 IM 1-2M 3T 0/0/0 1-2T IM
Adultos 3T 0/0/0 2-3T 0/0/0 3T 1-3T 0-3T/0-3P  0/0/0 2-3T 0/0/0 3T 0/0/0 2-3T 0/0/0

F1T: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner
T: turquesa, M: magenta, P: ptrpura
0: ausencia de tincidn, 1: tincidon leve, 2: tincion moderada, 3: tincion fuerte
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Cuadro 51: Tincion PAS-AA en intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginacion Evaginaciéon Evaginacion Evaginacién
Etapa G C G C G C G C
FIT 0-1T 0/0/0 0-1T 0/0/0 0-2T 0/0/0 2-3T  0/0/0
F2Ta 0-2T 0/0/0 0-2T 0/0/0 0-2T 0/0/0 0-3T  0/0/0
— Epitelio . Epitelio . Epitelio . Epitelio .
% Superficial Cripta Superficial Cripta Superficial Cripta Superficial Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 1-2T 0/0/0 0/0/0 0/0/0 1-2T 0-1T 2-3T  0-1P 12T 0/0/0 0/0/0  0/0/0 12T 1T 0/0/0  0/0/0
F3T 0-3T/3P 0/0/0 1-3T 0/0/0 3P 1P 2-3T  0O-1P 3P 1-2M 2-3T 0/0/0 3P 2-3M 23T 1T
RN 2T 2-3M 1-2T 0/0/0 3p 2M 1-2T  0/0/0 3T IM/IT 2-3T 0/0/0 3P 1-2M 12T 1T
24 1-7 3T 1-2M/1T 2-3T 0/0/0 3T 2-3M 2-3T  0/0/0 3T 1-2M 2-3T 0/0/0 3P 1-3M 13T 1T
= 8-15 3T IM/1T 2-3T 0/0/0  0-3T/0-3P  1M/O-1T 3T 0/0/0 3P 0/0/0 2-3T 0/0/0 3P IM 1-2T 1T
= 16-21 3T IM/IT 2-3T 0/0/0 3P IM/0-1T  2-3T  0/0/0 0-3T 0-IM/O-1IT 2-3T 0/0/0 3P IM 1-3T 1T
§ 22-27 2-3T IM/IT 2-3T 0/0/0 3T IM 2-3T  0/0/0 3P IM/IT 2-3T 0/0/0 3P IM 1-3T 1T
z 28-36 3T IM/1T 2-3T 0/0/0 2T IM/1T 2-3T  0/0/0 3P IM/1T 2-3T 0/0/0 3P 0/0/0 12T 1T
A 37-45 3T IM/1T 2-3T/2P  0/0/0  0-2T/0-3P IM/1T 2-3T  0/0/0 3P IM/IT 2-3T 0/0/0 3P 1M/IT 1-3T 1T
Adultos 3T 0/0/0 3T 0-1T 3T 0/0/0 3T 1T 3T 0/0/0 3T 0-1T  2-3T  0-1M 3T 1T

FIT: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

T: turquesa, M: magenta, P: ptrpura

0: ausencia de tincidn, 1: tincidn leve, 2: tincién moderada, 3: tincién fuerte
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6.3.2 Lectinhistoquimica
6.3.2.1 Lectina RCA-1: Esta lectina tiene afinidad tanto por el glicocalix como por el citoplasma

del epitelio intestinal desde la etapa fetal hasta la edad adulta.

En el intestino delgado, durante el primer tercio de gestacidon y la primera mitad del
segundo tercio de gestacion, se observé marcacion fuerte en glicocdlix de las células epiteliales y
marcacién de leve a moderado citoplasma (Figura 67a). A partir de la segunda mitad del segundo
tercio de gestacion hasta la edad adulta el glicocdlix de las vellosidades de duodeno y yeyuno
presentaron marcacion fuerte (Figura 67d, e), mientras que en ileon esta marcacién fue fuerte
hasta los 21 dias, para luego ser moderada (Figura 67b, c). El citoplasma de las células de las
vellosidades en todas las porciones presenté marcacion moderada. En el caso de las criptas, el
glicocdlix en todas las porciones y el citoplasma en duodeno y yeyuno se marcaron de forma
moderada; mientras que en el ileon el citoplasma presentd marcacién leve. En el caso de animales
adultos, no se marcé el citoplasma de las células de las vellosidades de duodeno e ileon y de las
criptas de yeyuno e ileon (Figura 67f). El glicocdlix y citoplasma de las células de las glandulas
de Briinner presentaron marcacion leve en el tercer tercio de gestacion y en adultos, mientras que

en las crias la marcacion fue moderada (Cuadro 52).

En intestino grueso, en todas las porciones se observé marcacién del glicocalix del
epitelio de las evaginaciones en los primeros tercios de gestacion (Figura 68a) y a partir de la
segunda mitad del segundo tercio de gestacién (Figura 68b) esta marcacién se mantuvo en el
glicocdlix del epitelio superficial. En el caso del citoplasma de las células de la evaginacién y del
epitelio superficial, la marcacién principalmente fue moderada en fetos (Figura 68c) y crias y en
colon descendente de adultos, mientras que en ciego y colon transverso de adultos la marcacién

fue leve, y en el colon ascendente en la etapa fetal fue leve y en adultos no hubo marcacion.

En el caso de las criptas, el glicocdlix de las células presentd marcaciéon moderada en
todas las porciones desde la etapa fetal hasta las crias, y en adultas fue leve en ciego, y no se
observd marcacion en el resto de porciones (Figura 68d, e). En el citoplasma de las células de la
cripta, en el ciego y colon ascendente en la etapa fetal se observé ausencia de marcacién o
marcacion leve, cambié a marcacion moderada después del nacimiento y en los adultos
desapareci6 la marcacién en ciego y fue moderada en colon ascendente. En colon transverso y
descendente la marcacién fue moderada desde la etapa fetal hasta los 45 dias de edad postnatal,

mientras que en adultos fue leve (Figura 68f, Cuadro 53).
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Figura 67: Marcacion con lectina RCA-1 en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno, 56
dias, 40x; b) {leon, 216 dias, 40x; c) ileon, 334 dias, 10x. Etapa postnatal: d) duodeno, 0 dias, 40x; e)
duodeno, 21 dias, 40x; f) ileon, 45 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 68: Marcacién con lectina RCA-1 en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 80
dias; b) colon descendente, 216 dias; c) colon descendente, 296 dias. Etapa postnatal: d) ciego, 0 dias; e)
colon ascendente, 7 dias; f) colon transverso, 31 dias. 40x. coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 52: Patrén de unién de la lectina RCA-1 al intestino delgado de alpacas.

Porcién Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 3 1 3 2 3 1
F2Ta 3 2 3 1-2 3 2
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 1 0 0 - - 3 1-2 0 0 3 2 0 0
F3T 3 1 1 1 1 0-1 3 1-2 2 1 3 1-2 2 1
RN 2 0 2 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 1
" 1-7 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 1
= 8-15 3 2 2 12 2 2 3 2 > 12 3 2 > 1
s 16-21 3 1-2 2 2 2 2 3 2 2 -2 23 2 2 1
s 22-27 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2 1 2 1
E 28-36 3 2 2 2 2 2 3 2 > 1 2 2 2 2
37-45 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1
Adultos 3 0 1 2% 1 1 2 1 1 0 2 0 1 0

*: Marcacién granular cerca al nicleo

F1T: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion
(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 53: Patron de unién de la lectina RCA-1 al intestino grueso de alpacas.

IPOI'CI.OH Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
ntestinal
Etapa  Edad Evaginacion Evaginaciéon Evaginaciéon Evaginaciéon
G C G C G C G C
FIT 3 1-2 3 2 3 1 3 2
F2Ta 3 1-2 3 2 3 2 3 2
3 Superfigal  CTPB g Crip g e Ot e Cripta
a G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 1 0 0 3 1 2 1 3 2 2 2 3 2 3 2
F3T 3 2 2 1 3 1 2-3 1 3 1 2 1-2 3 2 3 2
RN 3 0 2 0 3 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2
" 1-7 3 2 2 2 3 2 3 2 3 2 2 2 3 2 2 2
= 8-15 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
- 16-21 3 2 2-3 2 3 2 2-3 2 3 2 2 2 2-3 1-2 2-3 2
§ 22-27 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
E 28-36 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
37-45 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2
Adultos 3 1 1 0 2 0 0 1 2 1 0 1 3 2 0 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion

(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacidn fuerte
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6.3.2.2 Lectina DBA: La lectina DBA tuvo una afinidad con el glicocélix y el citoplasma en todas
las porciones intestinales, presentando marcaciones de leve a fuerte. En el intestino delgado la
marcacion del glicocdlix de las células epiteliales de las evaginaciones y de las vellosidades fue
entre moderado a fuerte en la etapa fetal y fuerte en la etapa posta natal; mientras que el citoplasma
fue entre leve a moderado pero no presenté marcacion en adultos. En las criptas, la marcacion del
glicocdlix fue moderada y en el citoplasma fue moderada en duodeno de fetos y crias y leve en
adultos; mientras que en yeyuno fue moderada en fetos y leve en crias y adultos, y en el ileon fue
moderada en fetos y recién nacidos para luego ser leve en crias hasta los 36 dfas, luego volvié a
ser moderada, pero en el adulto adoptd un patrén granular. Las gldndulas de Briinner presentaron
marcacién moderada tanto en el glicocdlix como en el citoplasma de fetos y crias, mientras que

en adultos la marcacién fue leve (Figura 69d; Cuadro 54).

En el intestino grueso, se observd marcacién del glicocélix de las células epiteliales de 1a
evaginacion y del epitelio superficial desde el primer tercio de gestacion; siendo, en todas las
porciones intestinales, entre leve a fuerte en el primer tercio y fuerte a partir del segundo de tercio
de gestacion. El citoplasma de estas células presenté marcacion entre leve y fuerte en el primer
tercio de gestaciéon y moderado a partir del segundo tercio de gestacion hasta los 45 dias de edad.
En los animales adultos, se observé marcacién leve en el ciego, moderada en colon transverso,
fuerte en forma granular en colon ascendente y no se observé marcacién en colon descendente.
En las criptas se observé marcaciéon moderada en el glicocdlix desde la etapa fetal hasta los adultos
en el ciego y desde la etapa fetal hasta los 45 dias en el resto de las porciones; mientras que en los
adultos no se observé marcacion. En el citoplasma de estas células la marcacién fue moderada en
todas las edades en colon, mientras que en ciego varid segun las edades entre leve a moderado, y
en los adultos solo se observé marcacién en algunas células de la zona media-superficial de la

cripta (Figura 70, Cuadro 55).
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Figura 69: Marcacién con lectina DBA en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) Duodeno,
56 dias; b) {leon, 119 dias; c) illeon 334 dias. Etapa postnatal: d) duodeno, 7 dias; e) yeyuno 11 dias; f)
ileon, 41 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 70: Marcacién con lectina DBA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 141
dias, 40x; b) colon ascendente, 216 dias, 40x; c) colon descendente, 334 dias, 63x. Etapa postnatal: d) colon

ascendente, 2 dias, 40x; e) colon transverso, 10 dias, 40x; f) colon ascendente, 37 dias, 40x. Coloracion de
contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 54: Patron de unién de la lectina DBA al intestino delgado alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 3 1 2-3 1 2 1
F2Ta 2 2 3 1-2 2-3 1
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 1 2 2 - - 3 2 2 2 2 1 2 2
F3T 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
RN 3 0 2 0 2 2 3 0 2 1 3 2 2 2
1-7 dias 3 2 2 0-2 2 2 3 0 2 1 3 1 2 1
& §15dlas 3 12 2 2 2 2 3 12 2 1 3 1 2 1
= 16-21 dias 3 1-2 2 2 2 2 3 2 2 1 3 1-2 2 1-2
E 2227 dias 3 1 2 2 2 2 3 1 2 1 3 1 2 1
E 28-36 dias 3 1 2 2 2 2 3 1 2 1 3 2 2 1
37-45 dias 3 1 2 1 2 2 3 2 2 1 3 2 2 2
Adultos 3 1 2 1* 1 1 3 1* 2 1* 3 0 1-2 2%

*: Marcacién granular
FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de

gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocalix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 55: Patrén de union de la lectina DBA al intestino grueso alpacas.

Porcién Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginacién Evaginacién Evaginacién Evaginacién
Etapa Edad G C G C G C G C
FIT 3 1 1 0 3 2 0-3 0-3
F2Ta 3 2 3 2 3 2 3 2
£ Superfial S guperfiin O gupra PR gy Crivt
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
F3T 3 2 2 2 3 2 2 2 3 1-2 2 2 3 2 2-3 2
RN 3 2 2 1 3 1 2 1 3 2 2 2 3 1 2 2
" 1-7 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
;g 8-15 3 2 2 1-2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
- 16-21 3 2 2 1-2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
§ 22-27 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
E 28-36 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
37-45 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
Adultos 3 1 2 ! 3 3* 0 2 2 2 0 2 3 0 0 2

*: Marcacién granular

1: la marcacién se observa solo en algunas células de la cripta en la zona media-superficial
F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocalix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacién, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.3 Lectina GSL-1: Esta lectina presento un patrén variable de marcacion, tanto en intestino
delgado como en intestino grueso. En el intestino delgado, en todas las porciones intestinales, se
observa marcacién de leve a fuerte en el glicocélix y el citoplasma de las células del epitelio en
el primer tercio y primera mitad del segundo tercio de gestacién, principalmente hacia la base de
las evaginaciones y las invaginaciones (Figura 71 a, b). En el duodeno, a partir de la segunda
mitad del segundo tercio de gestacion no se observé marcacion en el glicocalix de las vellosidades
hasta los 7 dias post nacimiento. También se encontré positividad en crias de 22 a 27 dias y
adultos. En la etapa fetal no se observé marcacién y a partir del dia 1 post nacimiento se encontré

marcacion en algunas células de forma granular.

El glicocélix de las células de las criptas tuvo marcacion variable, segiin la zona, entre
leve a moderada, mientras que en el citoplasma no se observé marcacién ni en crias ni en adultos
(Figura 71d, e). En las gldndulas de Briinner se observé marcacién entre leve a moderado en el
glicocdlix desde el tercer tercio de gestacion hasta adultos. En yeyuno e ileon el glicocdlix de las
vellosidades presentd marcaciéon variable entre el tercer tercio de gestaciéon y en los recién
nacidos, luego el yeyuno presenté una marcacién moderada, mientras que en el ileon no se
observd marcacion entre 1 a 21 dias de edad. En el citoplasma de las células de las vellosidades
de yeyuno se observé marcacion leve en algunas edades, mientras que en el ileon la marcacién a
partir de los 22 dias de edad fue moderada y con un patrén granular. L.a marcacién del glicocalix
de las criptas de yeyuno e ileon fue variable en ambas porciones y en el citoplasma no se observo

marcacion (Figura 71c, f; Cuadro 56).

En el caso de intestino grueso, también se observé marcaciéon variable. En el ciego se
marcd el glicocdlix de las evaginaciones y del epitelio superficial desde la etapa fetal. Mientras
que en colon la marcacién solo se observé durante la etapa fetal. El citoplasma de las células de
las evaginaciones y del epitelio superficial fue de leve a moderada y, generalmente granular; no
se encontrd reactividad en algunos momentos de la ontogenia como en los fetos de la segunda
mitad del segundo tercio de gestaciéon. En el caso del glicocdlix de las criptas, solo se observo
marcacioén leve en el ciego. El citoplasma de las células de las criptas del ciego y colon presentd

marcacién leve o moderada y de patrén granular (Figura 72, Cuadro 57).
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Figura 71: Marcacién con lectina GSL-1 en el epitelio del intestino delgado de alpacas. Etapa fetal:
a) duodeno, 103 dias, 40x; b) duodeno, 146 dias, 63x; c) ileon, 334 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno,
5 dias, 40x; e) duodeno 11 dias, 40x, f) ileon 45 dias, 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 72: Marcacién con lectina GSL-1 en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: colon
ascendente, 103 dias; b) ciego, 164 dias; c) colon ascendente; 334 dias. Etapa postnatal: d) colon
ascendente, 31 dias; e) ciego, 42 dias; f) colon descendente, 43 dias. 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 56: Patrén de unién de la lectina GSL-1 al intestino delgado de alpacas

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad EvGagmaaCon E(\gaglnaagn E(x;agmacngn
FI1T 0-3 0-3 0-3 0 0-2 0-1
F2Ta 0-3 0-3 0-3 0-3 2-3 0-3
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0-2 0-2 - - 0 0 0 0-1 0-1 0-1 0 0
F3T 0 0 0-1 0-2 2 1-3 0-1 0-1 1-2 0 0-1 0 0 0
RN 0 0 1 0 2 2 0 0 0 0 2 0 2 0
i 1-7 0 0-2% 0-2 0 2 2 0-2 0 0-1 0 0 0 0 0
;‘é‘ 8-15 1 0-2* 1-2 1 2 2 2 2 0 0 0 1 0
= 16-21 0-1 1% 1 0 1-2 1-2 2 0-1* 1 0 0 0 1 0
§ 22-27 0 0 0 0 1 1 2 1 1 0 2 2% 1 0
§ 28-36 1 0-1* 1 0 1 1 2 1 2 0 3 2% 1 0
a 37-45 0-1 0-1* 0-1 0 1-2 1-2 2 0 1-2 0 2 0-2* 0-2 0
Adultos 0 0 0-1 0 1 1 2 0-1 1 0 2 1 0

*: Marcacién con patrén granular

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacioén (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocalix, C: citoplasma, GB: gldndulas de Briinner.

0: ausencia de marcacidn, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 57: Patrén de unién de la lectina GSL-1 al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 0-2 0-1 0-2 0 0 0 0 0
F2Ta 0-3 0-2 0-2 0-2 0-2 0-1 0-1 0-1
E Superfical OB gy O gl Crew g Rbgy  Criew
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-1 0 0
F3T 1 0-1 1 0 0-1 0-1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-7 2 1* 2 1* 0 0 0 0 0 0-1* 0 0-1* 0 0-2* 0 0
é 8-15 0 2% 1 1* 0 0-1* 0 0 0 0-1* 0 0 0 1-2% 0 0-2*
o 16-21 0-2 2% 0-2 1 0 0 0-1 0 0 0-1* 0 0 0 0-2% 0 1-2%
:éj 22-27 0 2% 1 1* 0 1* 0 1* 0 0-1 0 0 0 1* 0 1*
E 28-36 0 1* 1 0 0 1-2% 0 0-1* 0 0-2* 0 0-2 0 1* 0 1*
37-45 2 1-2% 12 1* 0 1-2% 0 1* 0 1* 0 1* 0 1* 0 1*
Adultos 0-2 2 1 1 0 1-2% 0 1* 0 1 0 1 0 1* 0 1*

*: Marcacién con patrén granular

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.4 Lectina SBA: En el intestino delgado se observo una marcacion entre moderada y fuerte.
El glicocédlix de las células epiteliales de las evaginaciones y de las vellosidades desde la etapa
fetal hasta la adultez en todas las porciones fue fuerte. En las células de las criptas la marcacién
vari6 entre moderada a fuerte en las diferentes edades. El citoplasma de las células epiteliales de
las evaginaciones, las vellosidades y las criptas fue leve en la etapa fetal; en el ileon la marcacién
se observd a partir del segundo tercio de gestacion, y fue moderada en las crias tanto en las
vellosidades como en las criptas. En los adultos, se observé marcacion leve en el citoplasma de
las células de las vellosidades y las criptas de duodeno e ileon; en el yeyuno la marcacién fue leve
en las criptas y no se observé marcacion en vellosidades. En el caso del duodeno, el citoplasma
de las células de la cripta presenté granulos con marcacién fuerte. Las gldndulas de Briinner

presentaron marcacion, por lo general moderada, en todas las edades (Figura 73, Cuadro 58).

En el intestino grueso se observé marcacion desde el primer tercio de gestacion en el
ciego y el colon. El glicocdlix del epitelio de las evaginaciones y el epitelio superficial presentaron
marcacion, generalmente fuerte en los fetos y las crias. En cambio, en los adultos no se observo
marcacion en el ciego, el colon transverso y descendente; por el contrario en el colon ascendente
hubo afinidad que varid segtin la zona. El citoplasma de las células epiteliales del ciego y el colon
presentd marcacion entre leve a moderada en la etapa fetal y se mantuvo como moderada hasta la
edad adulta, en este tltimo estadio la marcacién presentd un patrén granular. El glicocdlix de las
células de las criptas se marcé con una intensidad moderada desde la etapa fetal hasta los 45 dias
de edad, la marcacidon desaparecié en los animales adultos. El citoplasma de las células de las
criptas presenté marcacion leve en la etapa fetal hasta el nacimiento y moderada en las crias. En
los adultos la marcacion fue moderada o fuerte con un patrén granular: En cambio en el en colon

transverso solo se encontré marcacion granular en algunas células (Figura 74, Cuadro 59).
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Figura 73: Marcacién con lectina SBA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: ileon, 80 dias,
40x; b) yeyuno, 119 dias, 40x; c) yeyuno, 296 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno, 1 dia, 10x; e) {leon,
7 dias, 40x; f) fleon, 15 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 74: Marcacién con lectina SBA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 80
dias; b) colon transverso, 119 dias; c) colon ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: d) ciego, 1 dia; e) colon

transverso, 18 dias; f) colon ascendente, 42 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 58: Patron de unién de la lectina SBA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno Tleon
Evaginacién Evaginacion Evaginacion
Etapa Edad G C G C G C
FIT 3 1 2-3 1 3 0
F2Ta 3 1 3 1 3 1-2
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 2 2 - - 2-3 1 2 1 2 1 2 1
F3T 3 0-1 2 0-1 1-2 2 3 1 2 1 2 1 2 1
RN 3 2 3 2 3 2 3 2 3 2 2 2 2 2
@ 1-7 3 2 3 2 2 2 3 2 3 2 3 2 2 2
= 8-15 3 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 3 2
- 16-21 3 2 3 2 2-3 2 3 2 2 2 2-3 2 3 2
g 22-27 3 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 2 2
2 28-36 3 2 3 2 3 2 3 2 2 2 3 2 2 2
A~ 37-45 3 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
Adultos 3 1-2 2-3 1% 2 2 3 0 2 1 3 1 2 1

*: Granulos en el citoplasma con marcacién 3
F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion

(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.

0: ausencia de marcacidn, 1: marcacion leve, 2: marcacidon moderada, 3: marcacidn fuerte
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Cuadro 59: Patrén de unién de la lectina SBA al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
Etapa Edad G C G C G C G C
FIT 2 1 2 1 3 2 2 1
F2Ta 2-3 1-2 2-3 1-2 2-3 1-2 2-3 1-2
3 Superficil OB Superticn PR ey Cripa g R, Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 2 1 3 1 2 2 3 2 2 1 3 2 1 1
F3T 3 2 2 1 3 2 2 1 3 1-2 2 1 2 1 1-2 1
RN 3 2 2 1 3 2 2 1 3 2 2 1 2 1 2 1
" 1-7 3 2 3 2 3 2 2 1-2 3 2 2 2 3 2 2 2
;g 8-15 3 2 2-3 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 3 2
= 16-21 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
[ 2227 3 2 2 2 3 2 3 2 3 2 2 2 3 2 3 2
E 28-36 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
37-45 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
Adultos 0 2-3% 0 2-3% 02 2% 0 0 0 2% 0 2! 0 2-3% 0 2-3%

*: Marcacién con patrén granular cerca del nicleo

1: marcacién granular sélo en algunas células

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacidn, 1: marcacion leve, 2: marcacidon moderada, 3: marcacidn fuerte
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6.3.2.5 Lectina SJA: La lectina SJA present6 afinidad variable segiin las diferentes edades y
porciones intestinales. En el duodeno no se observé marcacién en las vellosidades y criptas en
ninguna edad. En las glandulas de Briinner se observé marcacion entre leve a moderada en el
glicocalix de las crias y no se evidencié marcacion en adultos; mientras que el citoplasma presentd
marcacion leve en crias y adultos. En el yeyuno solo se observé marcacién leve en el glicocdlix
de las células de las vellosidades en crias de 8 a 15 dias, de 37 a 45 dias y en animales adultos.
En glicocalix de las células de las criptas la marcacién fue leve en las crias de 8 a 21 dias, y
moderada en las de 37 a 45 dias y en los animales adultos. En el ileon, se observé marcacion
moderada en el glicocalix del epitelio de las vellosidades desde los 16 dias de edad. En las criptas
de los recién nacidos la marcacion fue leve, pero se hizo moderada (aunque limitada a algunas

células) a partir del primer dia de edad (Figura 75b, e, f; Cuadro 60).

En el intestino grueso, no se observd marcacién en la etapa fetal. En la etapa postnatal no
se observé marcacion en el colon descendente y en las criptas de colon transverso; en cambio en
el ciego se observé marcacion en el glicocdlix del epitelio superficial en crias de 1 a 7 dias, y a
partir de los 28 dias de edad; también fue positivo el citoplasma del epitelio superficial de crias
de 28 a 36 dias de edad. En el glicocalix de las criptas se observdé marcacién leve en algunas
criptas de crias de 8 a 15 dias y marcacién moderada en la misma localizacién a partir de los 28
dias. En el citoplasma de las células de las criptas solo se observo reaccion positiva en crias de 28

a 36 dias.

En el colon ascendente se observé marcacion entre moderada a fuerte en el glicocélix del
epitelio superficial de crias de 1 a 7 dias, asi como en el glicocdlix y citoplasma de algunas células
de las crias de 8 a 15 dias y de 28 a 45 dias de edad, observandose en el citoplasma un patrén
granular. En las criptas se observé marcacion moderada en el glicocélix de algunas células de las
crias de uno a 15 dias de edad y de 28 a 45 dias de edad, y marcacidn leve con patrén granular en
el citoplasma de las células de la cripta de crias de 8 a 15 dias de edad, esta marcacién se observé

principalmente en la zona superior de la cripta (Figura 75a, c, d).

En el colon transverso, la marcacién fue leve en el glicocdlix del epitelio superficial de
las crias recién nacidas y, en algunas células, en las crias de uno a 7 dias y de 28 a 36 dias de
edad. Por el contrario, no se observé marcacién en el citoplasma de las mismas células (Cuadro

61).
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Figura 75: Marcacidén con lectina SJA en el intestino de alpacas. a) colon ascendente, 7 dias, 40x;
b) ileon 11 dias; ¢) colon ascendente, 11 dias; d) colon ascendente, 18 dias; e) ileon, 36 dias; f) ileon, 42
dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 60: Patron de unién de la lectina SJA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion

G C G C G C

FIT 0 0 0 0 0 0

F2Ta 0 0 0 0 0 0

= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta

= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0-1 0
1-7 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0-2 0
é 8-15 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0-2 0
= 16-21 0 0 0 0 0-2 1 0 0 0-1 0 2 0 0-2 0
E 22-27 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 0-2 0
E 28-36 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 0-2 0
37-45 0 0 0 0 1-2 1 1 0 2 0 2 0 0-2 0
Adultos 0 0 0 0 0 1 1 0 2 0 2 0 0-2 0

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion

(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.
0: ausencia de marcacidn, 1: marcacion leve, 2: marcacidon moderada, 3: marcacidn fuerte
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Cuadro 61: Patrén de unién de la lectina SJA al intestino grueso de alpacas.

Porcién Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginaciéon Evaginaciéon Evaginaciéon Evaginaciéon
G C G C G C G C
FIT 0 0 0 0 0 0 0 0
F2Ta 0 0 0 0 0 0 0 0
— Epitelio Cripta Epitelio Cripta Epitelio Cripta Epitelio Cripta
% Superficial Superficial Superficial Superficial
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
" 1-7 dias 0-1 0 0 0 2-3 0 0-2% 12 0 0-1 0 0 0 0 0 0 0
\fa‘ 8-15 0 0 0-1 0 0-3 0-2¢ 02 0-1* 0 0 0 0 0 0 0 0
= 16-21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§ 22-27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§ 28-36 1 1 2 1 0-2 0 0-2 0 0-1 0 0 0 0 0 0 0
a 37-45 1-2 0 2 0 0-2 0 0-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Adultos 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*: Marcacién con patrén granular

F1T: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.6 Lectina PNA: En el intestino delgado se observé marcacion desde el primer tercio de
gestacion, en el glicocdlix de las células epiteliales, la marcacion fue fuerte en las tres porciones;
y leves en el citoplasma (Figura 76a, b). A partir del segundo tercio de gestacion, en las
vellosidades del duodeno se observé marcacion fuerte o moderada en el glicocdlix. En cambio, la
marcacién fue negativa en los fetos del tercer tercio de gestacion y las crias de 7 dias (Figura 76c);
en el citoplasma del epitelio de las vellosidades se observd marcacién leve o moderada en los
fetos del segundo tercio de gestacion y en las crias a partir del dia uno de edad, en algunas edades

el patr6n de marcacion fue granular.

El glicocdlix de las células de la cripta fue positivo frente a esta lectina desde la etapa fetal. En
las glandulas de Briinner se observé marcacion moderada en el glicocalix de los fetos de tercer
tercio de gestacion y en el citoplasma de las crias y adultos la marcacién fue entre leve a fuerte
(Figura 76f). En el yeyuno y el ileon la marcacién fue moderada o fuerte en el glicocalix de las
vellosidades de los fetos y en crias y adultos fue leve o moderado principalmente; el citoplasma
de estas células presentd principalmente marcacién moderada (Figura 76d, e). En las criptas de
yeyuno se observé marcacién moderada principalmente en glicocdlix y leve en citoplasma en
crias de 36 a 45 dias y animales adultos, mientras que en {leon el glicocélix se observé marcacién

leve en glicocdlix y no se observé marcacién en citoplasma (Cuadro 62).

En el intestino grueso se observé marcacién desde el primer tercio de gestacién (Figura
77a). La marcacion fue fuerte en glicocdlix del epitelio superficial del ciego, y en algunas edades
del colon transverso y el colon descendente, y leve en algunas células del colon ascendente
(Figura 77b, c). En el citoplasma de las células superficiales se observé marcacién moderada en
ciego, colon transverso y colon descendente, en colon ascendente la marcacion fue de patrén
granular (Figura 77d). En las criptas, se detecté marcacién en el glicocdlix de las células de las
regiones superficiales de las criptas, principalmente en crias de 8 a 15 dias y de 37 a 45 dias y

animales adultos (Figura 77e).

El citoplasma de las células de las criptas de crias y adultos presenté marcacién leve,
principalmente, en las células de la zona superficial de las criptas de ciego y colon ascendente
(Figura 77f). En el colon transverso no se observd marcacién en el glicocalix de las criptas y en
colon descendente solo se observd marcacion en fetos desde el segundo tercio de gestacion hasta
7 dias post nacimiento. El citoplasma de las células de las criptas tuvo marcacion irregular en
colon transverso variando entre ausencia a moderado, mientras que en colon descendente la

marcacion fue moderada desde fetos hasta adultos (Cuadro 63).
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Figura 76: Marcacién con lectina PNA en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) yeyuno, 46

dias; b) ileon, 141 dias; c) ileon 334 dias. Etapa postnatal: d) yeyuno, 3 dias; e) ileon, 7 dias; f) duodeno,
41 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 77: Marcacidén con lectina PNA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; b) colon ascendente, 207 dias; c) colon ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: d)
colon ascendente, 1 dia; e) colon ascendente; 30 dias; f) ciego, 42 dias. 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de Harris.

215



Cuadro 62: Patron de unién de la lectina PNA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacién Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 3 0 3 0-1 3 0-1
F2Ta 3 1-2 3 1 3 1
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 1 2 1 - - 2-3 1 0 0 3 0 0 0
F3T 0 0 1-2 0 2 0 3 0 2-3 0 3 2 2 0-1
RN 0 0 2! 0 0 1 3 2 1 0 3 2 2 0
1-7 0 1* 2! 0 0 3 2 2 0 0 2 2 1 0
é 8-15 3 2 3! 0 0 2 2 2 0-2 0 2 2 2 0
= 16-21 2 2 22 0 0 2 1 1 2 0 2 2 2 0
E 22-27 2 2 0-1 0 0 2 1 1 2 0 2 2 1 0
E 28-36 2 2 0-1 0 0 2 1 2 2 0 1 2 1 0
37-45 0-1 2% 0-2! 0 0 2 2 2 2 1 1-3 2 1 0
Adultos 2 2% 0-1 0 0 2 2 2 2 1 1 2 1 0

*: Marcacion con patrén granular

I: esta marcacion solo se observa en algunas células de las criptas

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de
gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: gldndulas de Briinner.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 63: Patron de unién de la lectina PNA al intestino grueso de alpacas.

Porcién Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
Etapa Edad G C G C G C G C
FIT 3 1 0-1 0 0 0 0-3 0
F2Ta 2 0-1 0-1 0 3 0 3 1
—_ Epitelio . Epitelio . Epitelio . Epitelio .
g Su;)erﬁcial Cripta Su;)erﬁcial Cripta Su;)erﬁcial Cripta Su;)erﬁcial Cripta
G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 0 0 0 0-1 0-1 0 0 3 1 0 0 3 1 2 2
F3T 2-3 1 0-2 0 0-1 0 2 0 0-2 0-2 0 0-1 2-3 0-2 2-3 2
RN 3 2 2 0 0 0-2 2! 0 0 2 0 0 0-2 2 2 2
@ 1-7 3 2 0 112 0 0-2 21 0 0 2 0 2 0-1 2 0 2
= 8-15 3 2 1! 1! 0 2% 0 0 0 2 0 2 0-3 2 0 2
= 16-21 3 2 1! I 0 2% 0 0 0 2 0 1 0-3 2 0 2
E 227 3 2 o 1 0 2t 0 0 0 2 0 2 0 2 0 2
Z 28-36 3 2 0 I 0 2% 0 0 3 2 0 2 0 2 0 2
A 37-45 32 I L 0 25 0 2! 3 2 0 2 22 2 0 2
Adultos 3 2 1! 1! 0 1 0 13 0 1 0 1! 0 0-1 0 2

*: Marcacién con patrén granular

1: marcacién solo se observa en criptas superficiales

2: marcacion solo se observa en algunas células

3: marcacién se observa en algunas células de la zona media de la cripta

FI1T: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.7 Lectina WGA: En el intestino delgado, en el primer tercio y primera mitad del segundo
tercio de gestacion se observo marcacion fuerte en glicocalix del epitelio de duodeno, yeyuno e
ileon; y marcacién moderada en el citoplasma de estas células (Figura 78a, b). A partir de la
segunda mitad del segundo tercio de gestacion, hasta la edad adulta, se observé marcacién fuerte
en el glicocdlix de vellosidades de duodeno e ileon, especialmente desde la zona media hacia la
punta de la vellosidad (Figura 78c, e). El citoplasma de estas células tuvo marcacién moderada
principalmente. En yeyuno se observé marcacion fuerte en el glicocdlix de las vellosidades en la
etapa fetal, en crias entre los 8 a 21 dias de edad y en animales adultos, y en el resto de edades la
marcacion fue moderada. En el citoplasma de las células de las vellosidades, la marcacién fue

moderada en la etapa fetal y en animales adultos y en crias fue leve.

El glicocalix de las criptas presenté marcacién moderada en la etapa fetal en duodeno y
yeyuno y entre moderada a fuerte en ileon. En crias, el glicocdlix de las criptas en duodeno e ileon
presentd marcacion entre moderado a fuerte en crias y en adultos fue leve. En yeyuno, el glicocélix
de las criptas presentd marcacion moderada en crias hasta los 21 dias de edad y a partir de ahf la
marcacién fue leve y el citoplasma de estas células fue moderada en la etapa fetal y leve en crias
y adultos (Figura 78f). El glicocdlix de las glandulas de Briinner presentaron marcacién fuerte en
fetos y en crias hasta los 21 dias de edad para luego ser moderada al igual que el citoplasma en

todas las edades (Figura 78d; Cuadro 64).

En intestino grueso, se observé marcacion fuerte en glicocdlix de evaginaciones y del
epitelio superficial desde la etapa fetal hasta animales adultos, y marcacién moderada en
glicocdlix de criptas en fetos y crias, en adultos solo se observd marcacion leve en glicocalix de
criptas de colon transverso. El citoplasma del epitelio en las evaginaciones en el primer tercio y
primera mitad del segundo tercio presenté marcacidon leve en ciego y colon ascendente y
moderado en colon transverso y descendente (Figura 79a, b). Se observé marcacion moderada en
el citoplasma de las células del epitelio superficial, desde la etapa fetal hasta la edad adulta, a
excepcion de colon transverso y descendente en fetos de tercer tercio de gestaciéon donde no se

observé marcacion y colon descendente de adultos donde la marcacion fue leve (Figura 79c¢, d).

En el caso del citoplasma de las células de las criptas, en fetos del segundo tercio de
gestacion se observd marcacion moderada en colon ascendente y colon transverso y fuerte en
colon descendente. En fetos de tercer tercio, se observd marcacion moderada en colon transverso
y leve en colon ascendente. En ciego se observé marcacion leve en crias entre 1 a 7 dias y de 16
a 27 dias, y marcacién moderada en las otras edades. En colon ascendente y transverso se observo

una marcacidén variable entre leve a moderado, variando con las edades y por zonas, mientras que
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en colon descendente se observd marcacion moderada en todas las edades. En adultos, solo se

observé marcacion en colon ascendente y colon transverso (Figura 79e, f; Cuadro 65).

. A L) NS T e [PPRET V. iin
Figura 78: Marcacién con lectina WGA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
56 dias, 40x; b) ileon, 141 dias, 40x; c) ileon, 334 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno, 0 dias, 10x, e)

ileon, 15 dias, 40x, f) ileon, 37 dias, 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 79: Marcacion con lectina WGA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; b) colon descendente, 216 dias; c) colon ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: d)
ciego, 4 dias; e) colon ascendente, 18 dias; f) colon descendente, 31 dias. 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 64: Patron de union de la lectina WGA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno Tleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 3 2 3 2 3 2
F2Ta 2 2 3 2 2-3 1-2
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 2 2 - - 3 2 2 2 2 1 2 0-2
F3T 3 2 2 1-2 3 2 3 2 2 2 3 2 2-3 2
RN 3 1 2 2 3 2 2 1 2 1 3 2 3 2
- 1-7 3 2 2 1 2 2 2 1 2 1 3 2 3 2
%‘ 8-15 3 2 2 1 2-3 2 3 1 2 1 3 1-2 2 1-2
Ef 16-21 3 1-2 2-3 1-2 2-3 2 3 1 1-2 1 3 2 2-3 2
s 22-27 3 2 3 1 2 2 2 1 1 1 3 1 2 1
2 28-36 3 2 2 1 2 > 2 1 1 3 2 2 1
a 37-45 3 2 3 2 2 2 2 1 1 1 3 1 2 1
Adultos 3 2% 1 2% 2 2 3 2 1 1 3 1-2 1 1

*: Marcacidn con patrén granular

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de

gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 65: Patron de union de la lectina WGA al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 2-3 1 3 1 3 2 3 1-2
F2Ta 3 1-2 3 1 3 2 2-3 2
— Epitelio . Epitelio . Epitelio . Epitelio .
% Sul?erﬁcial Cripta Su[?erﬁcial Cripta Su[?erﬁcial Cripta Su[?erﬁcial Cripta
- G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 2 0 3 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2 3
F3T 3 2 2 0 3 2 3 1 3 0 2-3 2 3 0 2 0
RN 3 1 2 1 3 2 2 1 3 1 2 1 2 1 2 2
2 1-7 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
= 8-15 3 2 2-3 2 3 2 2 1-2 3 2 2 1-2 3 2 2 2
= 16-21 3 2 2 1 3 2 2 1-2 3 2 2 1 3 2 2 2
E‘ 22-27 3 2 2 1 3 2 2 1 3 2 2 1 3 2 2 2
§ 28-36 3 2 2 2 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 2
a 37-45 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
Adultos 3 2% 0 0 2 0 0 0 3 2 1 1-2% 3 2 0 1

*: Marcacién con patrén granular

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.8 Lectina SWGA: Esta lectina presentd un patrén de unién variable entre las diferentes
porciones intestinales. En el intestino delgado, durante el primer tercio de gestacion, se observd
marcacioén en el glicocdlix y en el citoplasma de las células epiteliales del duodeno y el ileon, esta
reactividad se observé en la base de las evaginaciones (Figura 80a). En el duodeno, durante el
segundo y tercer tercio de gestacion no se observd marcacion, y a partir de los ocho dias de edad

post nacimiento fueron positivos el glicocdlix y el citoplasma de las células de las vellosidades.

En las criptas se marcaron el glicocdlix y el citoplasma de algunas células desde el
segundo tercio de gestacion hasta la adultez (Figura 80b). Las células de las glandulas de Briinner
mostraron marcacién fuerte en glicocdlix y entre moderada a fuerte en su citoplasma, en todas las
edades (Figura 80d). En el yeyuno se observé marcacion en el glicocdlix y el citoplasma de las
células de las vellosidades desde el nacimiento hasta la edad adulta, la reactividad vario entre leve
a fuerte segtn la edad (Figura 80e). En el caso de las criptas, la positividad se encontr6 en el

glicocdlix y el citoplasma de las células que lo conforman, en todas las edades.

En el {leon se observé marcacion en el glicocélix y en el citoplasma de las células de las
vellosidades desde el tercer tercio de gestacién, generalmente fue fuerte en el glicocalix y
moderada en el citoplasma (Figura 80 c). Las células de las criptas mostraron marcacion desde el
tercer tercio de gestacion en el glicocdlix y a partir del nacimiento en el citoplasma. En las crias
y los adultos la marcacién del glicocalix fue fuerte y la del citoplasma fue leve (Figura 80f; Cuadro

60).

En el intestino grueso, no se observd marcacion en el primer tercio y la primera mitad del
segundo tercio de gestacion. En la segunda mitad del segundo tercio de gestacidn solo se observé
marcacion en el citoplasma de algunas células del epitelio superficial del colon transverso y colon
descendente. En el ciego, se marcé el glicocdlix del epitelio superficial y de las criptas desde el
tercer tercio de gestacion. Esta positividad se encontrd en algunas células, hasta los 15 dias post
nacimiento, a partir de ese momento la marcacion fue generalmente moderada. El citoplasma se
marcd a partir del dia 1 post nacimiento con un patrén granular. En el colon ascendente se observé
marcacion en el epitelio superficial desde el tercer tercio de gestacién y en criptas desde el
nacimiento. La marcacién del glicocdlix del epitelio superficial fue principalmente fuerte y en la
cripta fue moderada. En el citoplasma de las células del epitelio superficial la intensidad de

marcacién fue moderada y en la cripta leve y con patrén granular.

En colon transverso, en el tercer tercio de gestacion, asi también se observé marcacién
con patrén granular en el citoplasma de algunas células del epitelio superficial a partir de los 22

dias de edad, y en criptas a partir de los 16 dias de edad. En colon descendente se observd
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marcacién en el glicocdlix de algunas células del epitelio superficial en crias de 37 a 45 dias y

con patrén granular en el citoplasma en estas crias y en adultos. En criptas se observé una

positividad variable en algunas edades, principalmente con patrén granular (Figura 81, Cuadro

67).

b N T A
Figura 80: Marcacién con lectina SWGA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
103 dias; b) duodeno, 216 dias; c) ileon, 325 dias; d) duodeno 330 dias. Etapa postnatal: e) yeyuno, 1 dia;
f) ileon, 45 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 81: Marcacién con lectina SWGA en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: b) colon ascendente 4 dias, c) ciego, 37 dias; d) ciego, 42 dias. 40x.
Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 66: Patron de union de la lectina SWGA al intestino delgado de alpacas.

Porcién Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginaciéon Evaginaciéon Evaginacion
G C G C G C
FIT 0-1 0-2 0 0 0-2 0
F2Ta 0 0 0 0 0 0
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0-2 1 - - 0 0 0-2 0-2 0 0 0 0
F3T 0 0 0-2 0 2-3 2-3 0 0 0-2 0-2 2-3 1-2 1 0
RN 0 0 0 0 3 3 1 0-1 0-2 0-1 0 0 3 1
1-7 dias 0 0 0-1 0 3 2 2 1 2 1 2 1 3 1
& 8isdas 2 1 0 o 3 2 2 1 2 0 3 2 3 1
= 16-21 dias 3 1 2 1 3 3 2 1 2 1 3 1 3 1
E 22-27 dias  0-2 0 0 3 23 0 0 1 0 3 1-2 2-3 0-1
S 2836dias 03 0 02 0 3 23 1 2% 2 2% 3 1 3 |
37-45 dias  0-2 0 0-2 0-2 3 2 0-3 2 3 1-2 3 2 3 2
Adultos 0-2 0 0-2 0-2 3 2 0 2 3 2 2-3 1 3 1-2

*: Marcacién con patrén granular
F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de
gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de

Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 67: Patron de union de la lectina SWGA al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 0 0 0 0 0 0 0 0
F2Ta 0 0 0 0 0 0 0 0
g sf;::ggal Cripta Sll;:;);et:il:i)al Cripta sfl?;z:i)al Cripta sfl?ellt-z:i)al Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-1 0 0 0 0-2 0 0
F3T 0-2 0 1-2 0 12 12 0 0 0-1 0-2 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 23 01 2-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-7 0-2 1 2 0-1 3 2 0-2 1* 0 0 0 0 0 0 0 0-1*
é 8-15 0 2% 0 2% 2 1-2 -2 0-1% 0 0 0 0 0 0 0 0
= 16-21 2 2 2 1% 3 2 3 1-2 0 0 0 0-2* 0 0 0 0-2*
E 22-27 2 2 2 0 2 2 2 1 0 0-2* 0 0-2* 0 0 0 0-1*
E 28-36 3 2 3 1% 2 1 2 1 0 0-2%* 0 0-2%* 0 0 0 0
37-45 3 2% 3 2% 2.3 2% 2 2% 0 0-2* 0 0-2% 0-1 0-2*% 0 0-2%*
Adulto 2 2% 3 2% 2 2% 2 2% 0 0-2* 0 0-2* 0 0-2* 0 0-2*

*: Marcacién con patrén granular

FIT: fetos de primer tercio de gestacién (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacién fuerte
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6.3.2.9 Lectina UEA-1: En el intestino delgado se observé marcacion desde el primer tercio de
gestacion en el glicocdlix del epitelio de yeyuno, a partir del segundo tercio en duodeno y partir
del tercer tercio de gestacion en ileon. En duodeno, la marcacion fue principalmente en criptas y
glandulas de Briinner donde se observa marcacién moderada a fuerte en glicocalix y citoplasma.
Las vellosidades tuvieron marcacién en algunas células en glicocdlix y citoplasma (Figura 82a,
b). En yeyuno, la marcacion fue mas uniforme en vellosidades y criptas, siendo esta
principalmente fuerte en glicocdlix y moderada en citoplasma. En {leon, la marcacién del
glicocdlix de las vellosidades fue por zonas, asi como en el citoplasma marcaron algunas células.

En criptas la marcacion también fue variable, observandose en algunas células siendo leve a

moderado en la mayoria de edades (Figura 82c, d; Cuadro 68).

. G B 2

Figura 82: Marcacién con lectina UEA-1 en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
325 dias. Etapa postnatal: b) duodeno, 7 dias; c) ileon, 7 dias; d) ileon, 45 dias. 40x. Coloracidn de contraste:
Hematoxilina de Harris.
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En el intestino grueso, la marcacion fue variable. En el ciego durante el primer y segundo
tercio de gestacion se observd marcacién en el glicocdlix. En el tercer tercio de gestacion no se
observé marcacién, y en las crias esta comenz6 a partir del primer dia de vida tanto en las
vellosidades como en las criptas (Figura 83c) y en adultos solo se observé marcacion en algunas
células de las criptas. En colon ascendente, se observé marcacion en glicocélix a partir del tercer
tercio de gestacién y en el citoplasma a partir del dia 1 de edad, siendo esta marcacién entre
moderada a fuerte en glicocdlix; en adultos solo se observé marcacidn en el glicocdlix de algunas
células de las criptas (Figura 83a). En colon transverso la marcacién fue principalmente en el
citoplasma de las células de las criptas y por zonas en el glicocdlix. En el colon descendente la

marcacién fue en el citoplasma de las células de las criptas superficiales y en algunas células del

resto de la cripta, siendo esta marcacién de forma moderada (Figura 83b, d; Cuadro 69).

v o

Figura 83: Marcacion con lectina UEA-1 en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias. Etapa postnatal: b) colon descendente, 3 dias; c) ciego, 18 dias; d) colon descendente,
37 dias. 40x. coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 68: Patron de union de la lectina UEA-1 al intestino delgado de alpacas.

Porcién Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Evaginacion Evaginacion Evaginacion
Etapa Edad G C G C G C
FIT 0 0 0-2 0 0 0
F2Ta 0-2 0-1 0-2 0 0 0
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 1-2 1-2 - - 0 0 2 0 0 0 0 0
F3T 0 0 0 0 2 1 0 0 2 0 1-3 0-1 3 0-1
RN 0 0 0 0 0 3 3 2 0 0 0-2 0-2 0-1 0
" 1-7 -3 02 2-3 0-2 2-3 2 3 1-2 0 0 0-2 0-2 0-1 0
:.g 8-15 0-3 02 2 2 2-3 1 3 1 2 2 0-3 1 2 1
- 16-21 0-3 02 0-2 1 2 3 2 2-3 2 3 0-3 0-2 1-3 0-2
§ 22-27 0-3 02 0-1 0-1 2 3 2 2 2 2 0-3 2 2 1
g 28-36 0-3 02 0-1 0-1 2-3 2 3 2-3 2-3 1 1-3 1-2 0-2 0
a 37-45 0-3 02 0-1 0-2 2 2 3 2 2 2-3 1-3 1-2 0-2 0-2
Adultos 0-3 02 2 0 2 2 3 0 1 0 1-3 1-2 2 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién
(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: gldndulas de Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacién fuerte
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Cuadro 69: Patron de unién de la lectina UEA-1 al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
Etapa Edad G g C G g C G g C G g C
FIT 0-2 0 0 0 2 1 0-2 0
F2Ta 2 0 0 0-2 0-2 0 2-3 0-1
— Epitelio . Epitelio . Epitelio . Epitelio .
§ Sulferﬁcial Cripta Sul?erﬁcial Cripta Su;)erﬁcial Cripta Su[?erﬁcial Cripta
G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0 0 0 0 1-2 0 0-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 13 0 23 0 23 0 23 0 0 0 0 212
1-7 1 1-2° 3 2 2-33 23 123 0 0 0 223 22 0 0 0 22
\é} 8-15 2-3 1-2 3 2 2-33 23 2-33 12 0 0 0 223 0 0 0 2?
= 16-21 1-2 1-2 3 1 3 2 2 1 0 0 0-3* 223 0 0 0 212
:é 22-27 1 1 3 2 2 2 2 1 0 0 0-3 223 0 0 0 2?
é 28-36 2 1 3 2 2 1 2 1 0 0 0-2 223 0 0 0 22
37-45 0-2 0 0-2  0-1 3 1 2 2 0-3 0-2 0-2 223 0 0 0 22
Adultos 0 0 0 0-1 0 0 0-2 0 0 0 0 23 0 0 0 22

I: esta marcacion sélo se observa en criptas superficiales

2: esta marcacion solo se observa en algunas células de las criptas

3: Marcacién por zonas

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocalix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.10 Lectina Con A: En el intestino delgado se observé marcacion fuerte en el glicocélix de
las células epiteliales de las evaginaciones y las vellosidades desde el primer tercio de gestacion,
con un citoplasma con marcacién moderada. En el caso de las criptas, de las tres porciones del
intestino delgado, la marcacidn fue moderada y se observé desde la etapa fetal hasta los 45 dias
tanto en el glicocdlix como en el citoplasma. En el caso de adultos no se observé marcacion del

glicocdlix de las criptas (Figura 84; Cuadro 70).
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Figura 84: Marcacién con la lectina Con A en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a)
yeyuno, 296 dias. Etapa postnatal: b) duodeno, recién nacido; c) ileon, 15 dias; d) duodeno, 37

dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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En el intestino grueso, la marcacién fue muy similar a la encontrada en el intestino
delgado. El glicocalix de las células de las evaginaciones en los primeros tercios de gestacion y
del epitelio superficial desde la etapa fetal, tuvieron una marcacién fuerte en todas las porciones
intestinales mientras que el citoplasma tuvo marcacién moderada. El glicocalix de las criptas,
presentaron marcacion moderada desde la etapa fetal hasta crias, en adultos no se observd

marcacién. El citoplasma de las células de la cripta fue leve en la etapa fetal y adultos y moderado

en crias (Figura 85; Cuadro 71).

- L 4 ” i e A .
Figura 85: Marcacion con lectina Con A en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
ascendente, 334 dias; b) colon descendente, 334 dias. Etapa postnatal: c) ciego, 5 dias, d) colon descendente,

37 dias. 40x. Coloracion de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 70: Patron de unién de la lectina Con A al intestino delgado alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno
Etapa Edad Evaginacién Evaginacion Evaginacién
G C G C G C
FIT 3 1 2-3 2 3 2
F2Ta 3 2 3 2 3 2
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
& G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 2 1 1 - - 3 2 1 1 3 2 2 2
F3T 3 2 2 1 1 0 3 2 1 1 3 2 2 2
RN 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
1-7 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 3 2 2 2
\é‘) 8-15 2-3 2 2 2 -2 12 23 2 2 2 3 2 2 2
= 16-21 3 2 2 2 2 2 3 2 2 2 23 2 2 2
:é 22-27 3 2 2 2 1 1 3 2 2 2 3 2 2 2
S 28-36 3 2 2 2 1 13 2 2 2 3 2 2 2
37-45 2-3 2 2 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 1
Adultos 2 2 0 2 -2 01 3 2 0 1 2 2 0 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de
gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de

Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacién fuerte
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Cuadro 71: Patrén de unién de la lectina Con A al intestino grueso de alpacas.

Porcién Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 3 2 3 0-2 3 2 3 2
F2Ta 3 2 3 2 3 2 3 2
3 Superficil P Superticil O superticial P superpiciar  CP@
~ G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 3 2 1 1 3 2 2 1 3 2 2 1 2 1 2 1
F3T 3 1-2 1 1 3 2 1-2 1 3 2 2 1 2 1 2 1
RN 2 2 1 1 3 2 2 1 3 2 2 1 3 2 2 2
" 1-7 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 1 3 2 2 2
;‘g 8-15 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 1-2 3 2 2 2
- 16-21 3 2 2 1-2 3 2 2 1-2 3 2 2 1-2 3 2 2 2
[ 2227 3 2 > 2 3 2 2 2 3 2 > 1 3 2 2 2
E 28-36 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 2
37-45 3 2 2 2 3 2 2 2 3 2 2 1 3 2 2 2
Adultos 2 2 0 1 2 2 0 1 2 2 0 1 2 2 0 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (164-
229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocélix, C: citoplasma.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacién fuerte
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6.3.2.11 Lectina LCA: La lectina LCA tuvo afinidad, especialmente, por el glicocélix de las
células epiteliales intestinales. En el intestino delgado se observé marcacion del glicocélix de las
evaginaciones, las vellosidades y las criptas desde el primer tercio de gestacion, siendo esta leve

o moderada. También se encontré marcacién leve en el citoplasma de algunas células en

vellosidades y criptas. Las gldndulas de Briinner no presentaron marcacién (Figura 86; Cuadro
72).
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Figura 86: Marcacion con lectina LCA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno
80 dias, 63x; b) duodeno, 119 dias, 63x; c) yeyuno, 330 dias, 40x. Etapa postnatal: d) duodeno, recién

nacido, 40x; e) duodeno, 33 dias; 40x; f) duodeno, adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
Harris.
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En el intestino grueso, la marcacién fue muy variable, se observé en algunas células y
zonas tanto en el glicocélix como en el citoplasma del ciego y del colon. Se destaca la marcacién
leve o moderada en el glicocdlix del epitelio superficial y de las criptas del ciego y del colon

ascendente. En el caso del colon transverso y el colon descendente, la marcaciéon fue muy

especifica en algunas células de algunas edades (Figura 87; Cuadro 73).
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Figura 87: Marcaciéon con lectina LCA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon
descendente, 80 dias; 40x; b) colon descendente, 216 dias; 40x; ¢) ciego, 230 dias, 63x. Etapa postnatal: d)
ciego, 17 dias, 40x; e) colon transverso, 15 dias, 40x; f) ciego, adulto, 40x. Coloracién de contraste:
Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 72: Patron de unién de la lectina LCA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 0-2 0-1 1-2 1-2 0-2 1-2
F2Ta 0-2 0-2 1-2 1-2 0-3 0-2
;f Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta

= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 0-1 1 0 - - 0-1 0 0 0 1-2 0 1 0
F3T 2-3 0-1 2 0-1 0 0 0-3 0-1 1 1 2-3 0 1 1
RN 2 0 2 0 0 0 3 1 1 0 1 1 0 0
1-7 2 0 1 0 0 0 2 0-1 1 0 1 0-1 0-1 0
;_‘E 8-15 1 0 1 0 0 0 -2 0-1 1-2 0 1 0 0-1 0
- 16-21 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 2 0 1 0
E 22-27 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0
é 28-36 2 0 1-2 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0-1 0
37-45 1 0 1 0 0 0 1 0 1-2 0 1 0 1 0
Adultos 0-2 0-1 0-1 1-2 0 0 0-2 1 1 2 0-1  0-1 1 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de
gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: gldndulas de

Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 73: Patrén de unién de la lectina LCA al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Eéaginacg’)n Eéaginacg’)n Eéaginacg’)n Ezf}aginacgin
FIT 0-2 0-1 0 0 0-2 0 0-2 0-2
F2Ta 0-2 0-1 0-2 0-1 1-2 1-2 1-2 1-2
E Superfical OB e PR quliggy  CPG o Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 1-2 0-2 1 0-1 02 0-1 2 0 12 0-1 1 1 02 0-1 0 0
F3T 0-1 0 0-1 0-1 0-2 0-1 2 0 0 0 0 0 1 0-1 1-2 1
RN 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-7 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0-1 0 1 0 0 0
;_‘E 8-15 0-1 0 1-2 0 1 0 1-2 0 1 0-1 0-2  0-1 1 0 0-1 0
= 16-21 0-1 0 1-2 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0-1 0-1  0-1
§ 22-27 1 0 1-2 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0-1 0-1  0-1
E 28-36 1 1 2 1 1 0 1-2 0 0 0 0 0 0 0-1 0-1 0-1
37-45 1 0 1 0 1-2 0-1 0-2 0 0 0-1 0 0 03 0-1 0-2 02
Adultos 0-1 0-1 1-2 1 1 1 1 0-1 1 1 1 0-1 1 1 1-2 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion
(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.
0: ausencia de marcacidn, 1: marcacidn leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacidn fuerte
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6.3.2.12 Lectina PSA: La lectina PSA tuvo afinidad muy especifica por algunas células del
epitelio intestinal. En el intestino delgado se observé marcacién desde el primer tercio de
gestacion en el yeyuno e ileon, y a partir del segundo tercio de gestacién en el duodeno. En las

crias esta marcacion desaparece, observdndose solamente en algunas células de algunas edades,

principalmente en los adultos (Figura 88; Cuadro 74).
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Figura 88: Marcacion con lectina PSA en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,
80 dias, 63x; b) yeyuno, 103 dias, 40x; c) ileon, 330 dias, 40x; d) yeyuno 334 dias, 10x. Etapa postnatal: e)
yeyuno, 45 dias, 40x; f) ileon, adulto, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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En el intestino grueso, se observé marcacion tanto en el glicocalix como en el citoplasma
desde el primer tercio de gestacién, pero esta marcacién se limité a algunas células de las
evaginaciones, del epitelio superficial y las criptas. En las crias y los animales adultos en el ciego
y en el colon ascendente y descendente, la marcacion fue leve a moderada en el glicocdlix y en el
citoplasma de células del epitelio superficial y de las criptas. En el colon transverso, solo se

observé marcacion en algunas edades como en crias de 8 a 21 dias, 28 a 45 dias y adultos, esta

marcacion fue generalmente leve (Figura 89; Cuadro 75).

igura 89: Marcacion con lectina PSA en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 141 dias;
b) ciego, 216 dias. Etapa postnatal: c) colon descendente, recién nacido, d) colon descendente, 27 dias; e)
colon ascendente, 45 dias; f) colon descendente, adulto. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de
Harris.

4 o &
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Cuadro 74: Patron de union de la lectina PSA al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 0 0 0-2 0 1-2 0-1
F2Ta 0-2 0-2 2 0-2 0-3 2
g Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 - - 2 2 1-2 0 2-3 2 2 0
F3T 0-2 0-2 0 0 0 0 2 2 0-2 0-1 2-3 2 1-2 0-1
RN 0-1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1
" 1-7 0-1 0 0-1 0 1 1 0 0 0 0 0-2 0-1 0-1 0
‘.g 8-15 0 0 1-2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3‘“ 16-21 0 0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
g 2227 0 0 1 0 110 0 0 0 0o 01 01 0
é 28-36 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0-1 0 0-2 0-1
37-45 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0-2 1 0
Adultos 1 1 2 1-2 0 0-1 1 1 2 2 0-1 0-1 0-1 0-2

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de
gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacién (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de

Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 75: Patron de union de la lectina PSA al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginaciéon Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 0-2 0-1 0 0 2-3 1 0-2 0-2
F2Ta 1-2 0-1 0-2 1-2 0-2 0-1 1-2 0-2
E Superfical OB guogy OO vy OB gl Crivta
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 0-2 1-2 0 1-2 0 1-2 0-1 0-2 0 0-2 0 1 0 0 0
F3T 2 0-1 -2 0-1 02 0 0-2 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RN 2 1 2 1 0 0 2 0 0 0 1 1 0 2! 0 0
1-7 0-1 0 1 0 0-2 0-2 0-2 0-1 0 0 1 1 0-2 0-1 1 1
& 8-15 0o 1 1 10 0 1 1 0 1 0 1 23 1 1 1
=~ 16-21 0 0-1 1 0-1 0 2 2 1 0 1 0 1 1-2 1 1
§ 22-27 2 1 1 1 0-2 1 0 1 0 0 0 1 3 2 1 1
S 28-36 32 > 1 02 1 1 10 1 0 1 01 01 1 1
37-45 1 1 1 0-1 02 1 1 1 0 1 0 1 2-3 2 1-2 1-2
Adultos 1 1 1 -2 12 1-2 1 1 0-2 1 0-1 01 12 1-2 0-1 0-1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacién (164-

229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacidn (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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6.3.2.13 Lectina PHA-L: En el duodeno se observé marcacion desde el momento de la ontogenia
en que aparecen las vellosidades y las criptas, la marcacién fue principalmente en glicocdlix de
las vellosidades y de las criptas. No se observé marcacion en las gldndulas de Briinner. En yeyuno,
se observé marcacioén del glicocdlix de las criptas desde el segundo tercio de gestacién y en
vellosidades a partir del nacimiento. El citoplasma mostré marcacion en las crias de 1 a 7 dias y
de 28 a 36 dias, siendo esta solo en algunas células. En el ileon, la positividad de las criptas
comenz6 en el dltimo tercio de gestacion y la de las vellosidades desde el dia 1 post nacimiento.
En ileon la marcacidn fue fuerte en el glicocélix de las vellosidades, moderada en el glicocdlix de

las criptas y leve, principalmente, en los citoplasmas (Figura 90, Cuadro 76).

En el intestino grueso se observé marcacién en algunas edades y por zonas. En el ciego
se marcaron algunas células del epitelio superficial y de las criptas al final de la etapa fetal; en las
crias hubo marcacién a partir de los 8 dias de edad (Figura 91a, b). En el colon la marcacién fue

muy especifica en algunas edades y se limit6 a algunas células (Figura 91c, d; Cuadro 77).
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Figura 90: Marcacién con lectina PHA-L en intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno,

80 dias, 40x; b) yeyuno, 119 dias; 63x, c) ileon, 317 dias, 40x. Etapa postnatal: d) yeyuno, 1 dia, 10x; e)
yeyuno, 3 dias, 40x; f) {leon, 43 dias, 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Figura 91: Marcacidén con lectina PHA-L en intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego, 334
dias. Etapa postnatal: b) ciego, 10 dias; c) colon ascendente, 21 dias; d) colon transverso, 31 dias. 40x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 76: Patron de union de la lectina PHA-L al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno fleon
Etapa Fetal Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 0 0 0 0 0 0
F2Ta 0-3 0 0 0 0 0
= Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0-3 0 1-2 0 - - 0 0 0-2 0 0 0 0 0
F3T 0-3 0 0 0 0 0 0 0 1-2 0 0 0 2-3 0
RN 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 2 1
1-7 2-3 0 1 0 0 0 3 0-1 2 0-1 2 1 2 1
& 8-15 2 0 1 0 0 0 3 0 2 0 13 0-1 1 0
:f 16-21 3 0 1 0 0 0 3 2 3 2 2 1
E 22-27 3 0 1 0 0 0 3 2 3 0-1 2 1
E 28-36 3 1 2 0 0 0 3 0-2 3 02 3 2 2 1
37-45 3 1-2 2 0 0 0 3 0 2 0 3 2 2 1
Adultos 3 1 2 0 0 0 3 0 2 0 3 2 2 1

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacién (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio
de gestacion (164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB:

glandulas de Briinner.

0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacién moderada, 3: marcacion fuerte
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Cuadro 77: Patrén de union de la lectina PHA-L al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Etapa Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C G C
FIT 0 0 0 0 0 0 0 0
F2Ta 0 0 0 0 0 0 0 0
E Superical  CP8 g COPS gulggy  Cipa guliggy G
= G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F3T 0-3  0-1 0-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1
1-7 0 0 0 0 02 01 02 0 0 0 0 0 0-2 0 1-2 0
& 8-15 23 02 2 0 2 0 0-2% 0 0 0 0 0 1 1 1 1
:f 16-21 2-3 02 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
:é 22-27 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 28-36 2 0 2 0 0-2% 0 0 0 01 01 0-1 0-1 0 0 0-2 0
37-45 2 0 0-2 0 0 0 0 0 01 0-1 0-1 0-1 0-3 0 0-2 0-1
Adultos 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

“marcacién granular

FI1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-229
dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacién fuerte

248



6.3.2.14 Lectina PHA-E: En el intestino delgado se observé marcacion positiva principalmente
en el glicocdlix de las evaginaciones, vellosidades y criptas, desde el primer tercio de gestacion.
Esta marcacién en las vellosidades fue fuerte y en las criptas moderado. El citoplasma de las
células se marcé principalmente en las criptas de duodeno, y las vellosidades y criptas de yeyuno
e ileon, esta marcacién fue leve o moderada. Las glandulas de Briinner, a partir del nacimiento

tuvieron una marcacion leve en el glicocdlix y en el citoplasma (Figura 92; Cuadro 78).

Figura 92: Marcacién con lectina PHA-E en el intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) ileon,
80 dias; b) duodeno, 141 dias; c) duodeno, 325 dias. Etapa postnatal: d) duodeno, recién nacido; e)
yeyuno, 7 dias; f) fleon, 42 dias. 40x. Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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En el intestino grueso se encontrd marcacion en el glicocalix de todas las porciones desde
el primer tercio de gestacion; tanto en las evaginaciones, como en el epitelio superficial y las
criptas, siendo esta fuerte en el epitelio superficial y moderado en las criptas. La marcacién del
citoplasma se observo a partir del segundo tercio de gestacion en el epitelio superficial y en criptas

se observé a partir del nacimiento. La marcacién del citoplasma fue moderada en el epitelio

superficial y leve en las criptas (Figura 93; Cuadro 79).

N 5 B s i o -&g‘iﬁ, e a3 e T anpe A -
Figura 93: Marcacion con lectina PHA-E en el intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) ciego,
334 dias. Etapa postnatal: b) ciego, 10 dias; c) colon ascendente, 21 dias; d) colon transverso, 31 dias. 40x.
Coloracién de contraste: Hematoxilina de Harris.
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Cuadro 78: Patron de unién de la lectina PHA-E al intestino delgado de alpacas.

Porcion Intestinal Duodeno Yeyuno Ileon
Etapa  Edad Evaginacion Evaginacion Evaginacion
G C G C G C
FIT 2-3 0 2-3 0 2-3 0
F2Ta 2 0 2-3 0 2-3 0
= Vellosidad Cripta GB Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta
= G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2 1 2 1 - - 2 0 0 0 2 0 1 0
F3T 2 0 2 1 0 2-3 0 1-2 1 2-3 0-1 1-2 1
RN 3 0 2 1 1 2 0 1 0 2 0 2 0
1-7 2-3 0-1 2 0-1 0-2 1 3 1 2 1 2 0 2 0
Z 8-15 2 0 2 0 1 1 3 1 2 1 2-3 0-1 2 0-1
:;f 16-21 3 0 2 0-1 1 1 2-3 0-1 1-2 0-1 3 1 2 1
E 22-27 3 0 1-2 0-1%* 1 1 3 0 2 1 2 1 1 1
é 28-36 3 0 1-2 1-2 1 1 2-3 0-1 1-2 0-1 3 2 2 1
37-45 3 0-2 2 1 0-1 01 3 1 2 1 3 2 2 1-2
Adultos 3 0 2 1 1 1 3 1 2 1 3 2 2 1

*: Marcacién con patrén granular

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion

(164-229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma, GB: glandulas de Briinner.
0: ausencia de marcacidn, 1: marcacion leve, 2: marcaciéon moderada, 3: marcacidn fuerte
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Cuadro 79: Patrén de unién de la lectina PHA-E al intestino grueso de alpacas.

Porcion Intestinal Ciego Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente
Evaginaciéon Evaginaciéon Evaginacion Evaginaciéon
Etapa Edad G g C G g C G g C G g C
FIT 2-3 0 3 0 3 0 2 0
F2Ta 2 0 2-3 0 2-3 0 2-3 0
—_ Epitelio . Epitelio . Epitelio . Epitelio .
;ﬁ Su[?erficial Cripta Su;)erficial Cripta Su;)erficial Cripta Su[?erﬁcial Cripta
G C G C G C G C G C G C G C G C
F2Tb 2-3 1 0 0 1-3 0 1-2 0 2-3 0 1-2 0 2-3 1-2 0 0
F3T 2-3 1-2 2-3 0 2-3 1 1-2 0 1-2 0 1-2 0 2-3 0 1-2 0
RN 3 1 2 1 3 1 2 1 3 1 2 1 2 0 2 1
" 1-7 3 2 2 1 3 2 2 2 3 1-2 2 1 3 1 2 1
fs‘ 8-15 3 2 1 1 3 2 2 1 2 1 2 1 2 0 0
- 16-21 3 2 1 1 3 2 2 2 2 2 1 1 2-3 1-2 1-2 1
§ 22-27 3 2 2 2 3 2 2 2 2 1 1 1 2 1 2 1
E 28-36 3 2 2 2 3 2 2 2 2-3 1 2 1 2-3 1-2 1-2 1
37-45 3 1 2 1 3 2 2 1-2 3 1-2 2 1 3 1-2 2 1-2

Adultos 3 2 2 1 3 2 2 2 3 2 2 1 3 1-2 2 1-2

F1T: fetos de primer tercio de gestacion (46-110 dias); F2Ta: fetos de segundo tercio de gestacion (111-163 dias); F2Tb: fetos de segundo tercio de gestacion (164-
229 dias); F3T: fetos de tercer tercio de gestacion (230-340 dias), RN: recién nacido, G: glicocdlix, C: citoplasma.
0: ausencia de marcacion, 1: marcacion leve, 2: marcacion moderada, 3: marcacion fuerte
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VIL. CAPITULO IV: DETERMINACION DE PROCESOS DE
PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR DEL EPITELIO INTESTINAL

7.1. OBJETIVO

Determinar los indices de proliferacién y muerte celular (por apoptosis) en el epitelio

intestinal de la alpaca desde la etapa fetal hasta la adulta.

7.2. METODOLOGIA

Para la determinacién de los procesos de proliferacion y muerte celular del epitelio

intestinal de la alpaca se usaron dos técnicas, inmunohistoquimica y la prueba de tinel.

7.2.1 Proliferacion celular

La proliferaciéon celular en el epitelio intestinal se determiné mediante
inmunohistoquimica, para lo cual se identificaron las células que se encontraban en procesos de
multiplicacién celular mediante la marcacién del antigeno nuclear de proliferacién celular
(PCNA). Esta es una proteina que actia como cofactor de la ADN polimerasa, permitiendo la
sintesis de ADN en células eucariéticas; es sintetizada en la fase G1 de las células ciclantes y en

la fase S del ciclo celular y se localiza a nivel nuclear (Castellano et al., 1996).

Se utilizaron cortes de 5 pm de grosor, que fueron colocadas en ldminas positivadas con
Poly-L-Lysina (P 8920, Sigma-Aldrich, USA). El procesamiento se realizé segin la técnica
descrita en el Cuadro 10. Se utilizé el anticuerpo monoclonal de ratén (PC10) para el marcador
de proliferaciéon PCNA (ab29, Abcam, California, USA), el sistema de deteccién y amplificacién
fue el Kit mouse ABC staining system (sc-2018 Santa Cruz Biotechnology, USA) (Zanuzzi,
2010). Como control positivo se utilizaron cortes de intestino delgado de ratén y colon de rata;
como control negativo se utilizaron cortes de intestino de alpaca donde se reemplazé el anticuerpo

primario por BSA al 0.1%.

253



Las ldminas obtenidas fueron leidas con un microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania)
utilizado para los estudios morfolégicos y morfométricos descritos en el capitulo L. Se realiz6 la
identificacion de células marcadas positivamente y se establecié un indice de marcacién celular
en criptas y vellosidades. En el intestino delgado se evalué cripta y vellosidad; la vellosidad fue
dividida en 3 zonas (apical, media y basal). En intestino grueso se evalué epitelio superficial y
cripta, esta ultima fue dividida en 3 zonas (apical, medio y basal). Se observaron 30 ejes cripta
vellosidad por porcidn intestinal de cada animal en estudio, sacando la moda para cada division.
Los indices de marcacién establecidos fueron: 0: no hay células marcadas, 1: escasas células
marcadas (1 a 5 células), 2: regular cantidad de células marcadas (6 a 10 células marcadas), 3:

abundantes células marcadas (mas de 10 células marcadas).

7.2.2 Muerte celular

La identificaciéon de células en proceso de muerte celular se realizé mediante la
identificacidn de células en apoptosis mediante la técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labelling), la cual permite la deteccidon de fragmentos de ADN en
células que se encuentran en proceso de muerte celular. Esta técnica consiste en la marcacion de
fragmentos de ADN mediante la incorporacién catalitica de 16-dUTP marcado en los extremos
libres, por la accién de la enzima transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT) (Ansari et al., 1993).
Mediante esta técnica se detectan células que presentan roturas del ADN caracteristicas de la
apoptosis, incluyendo células con caracteristicas bioquimicas de apoptosis y que atin no presentan
caracteristicas morfoldgicas de apoptosis) (Gavrieli et al., 1992). En el estudio se utiliz6 el kit
ApotTag® Plus Peroxidase In Situ (Millipore, USA) y se procedié segtin la técnica descrita en el
Cuadro 80. El Kit incluyé como control positivo, cortes de glindula mamaria de roedor de 3 a 4
dias post parto y como control negativo se utilizaron cortes de intestino de alpaca en las cuales se

reemplazé la enzima TdT por PBS.

Las ldminas preparadas fueron leidas con el microscopio Leica DM 4B (Leica, Alemania)
utilizado en los estudios anteriores. Se realiz6 la identificacion de células marcadas positivamente
y se contd el nimero de células marcadas en el eje cripta vellosidad. El conteo se realizé en 30

ejes cripta vellosidad, por porcién en todos los animales estudiados.
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Cuadro 80: Procedimiento de la prueba de Tunel con el kit ApotTag® Plus Peroxidase In Situ
para deteccién de apoptosis (Millipore, USA) en intestino de alpacas.

Proceso Solucién Tiempo
Xilol 1 5 min
Xilol 2 5 min
Xilol 3 5 min
. Etanol 1 5 min
Desparafinado Etanol 2 5 min
Etanol 96° 5 min
Etanol 70° 5 min
PBS 5 min
. Proteinasa K (20 pl/ml) 15 min a T° ambiente
Pretratamiento de . .
tejidos Agua des%on}zada 1 2 min
Agua desionizada 2 2 min
Bloqueo de PBS con peréxido de Hidrégeno al 3% 5 min
peroxidasa PBS 1 5 min
enddgena PBS 2 5 min
Buffer de equilibrio (75 ul/5 cm?) 10 s a T° ambiente
Enzima TdT de trabajo fuerte (55 pl/5 1 horaa 37°C en cdmara
cm?) humeda
Stop wash buffer Agitar '15 s eoincubar por 10
min a T° ambiente
PBS 1 1 min
PBS 2 1 min
PBS 3 1 min
Conjugado anti digoxigenina (65 ul/5 30 min a T° ambiente incubar
cm?) en cdmara himeda
PBS 1 2 min
PBS 2 2 min
Lavados PBS 3 2 min
PBS 4 2 min
. Sustrato peroxidasa (75 ul/5 cm?) 3-6 min a T° ambiente
Coloracién en . .
sustrato Agua des¥on¥zada 1 1 min
peroxidasa Agua des¥on¥zada 2 2 min
Agua desionizada 3 1 min
Verde de metilo 0.5% 10 min T° ambiente
Agua desionizada 1 10 min
Agua desionizada 2 10 min
Agua desionizada 3 30 seg
Butanol 1 Mover 5 s
Butanol 2 Mover 5 s
Butanol 3 30s
Xilol 1 5 min
Aclarado Xilol 2 5 min
Montaje Con Permount

Proteinasa K (Millipore, catdlogo 21627, USA).
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7.3. RESULTADOS

7.3.1 Proliferacion celular

Mediante la inmunomarcacion, se observé en el intestino delgado, abundantes células en
proliferacion en el epitelio intestinal en las edades tempranas del primer tercio de gestacién
(Figura 94a). Hacia las edades més avanzadas del primer tercio de gestacion y en el segundo tercio
de gestacion se observé un mayor nimero de células en proliferacién ubicadas hacia la base de la
evaginacién, mientras que hacia la zona media y basal estas disminuyen hasta desaparecer en las
zonas mas apicales (Figura 94 b). A partir de los 230 dias de gestacion, edad en la cual se observé
cripta y vellosidad diferenciadas, las células en proliferacién se observaron en las criptas
principalmente. Las células al migrar hacia las vellosidades contindan con el proceso
proliferativo y siguen expresando PCNA, lo cual se evidencié con la presencia de células

marcadas en la base de las vellosidades, desapareciendo hacia la zona apical.

El tercer tercio de gestaciéon se caracterizd por ser un periodo de proliferacion,
corroborado por la presencia de células marcadas, que en el caso de duodeno se observaron hasta
la zona basal de las vellosidades. En yeyuno; en cambio, se observaron algunas células marcadas
en el zona media de la vellosidad y en el ileon las células en proliferacién fueron observadas

inclusive en la zona apical de la vellosidad (Figura 94c, d).

En la etapa postnatal, se observaron abundantes células en proliferacion en criptas de las
tres porciones intestinales, en todas las edades, con excepciones de algunas células que por sus
caracteristicas morfoldgicas parecieron ser células de Paneth y células caliciformes. En duodeno,
se observaron células en proliferacién en las vellosidades hasta los 21 dias de edad, mientras que
en yeyuno e {leon se observaron células en proliferacion en la base de las vellosidades hasta la

edad adulta (Figura 94e, f, g, h; Cuadro 81).

Al igual que en el intestino delgado, en el intestino grueso, se observé abundantes células
en proliferacién en todo el epitelio durante el primer tercio de gestacion. Cuando aparecen las
evaginaciones, estas presentan abundantes células proliferantes hacia la base de las evaginaciones
y conforme las células se van diferenciando y migrando hacia la punta de la evaginacién estas
presentan menos marcacion (Figura 95a). En el segundo tercio de gestacidn, cuando aparecen las
invaginaciones y se diferencian las criptas, se observé que estas presentan abundantes células en
proliferacién: en cambio la punta de evaginacién o vellosidad al final del segundo tercio, se

observan en menor cantidad (Figura 95b).

En las criptas el ciego, se observaron a partir del final del segundo tercio de gestacion y

hasta 45 dias post nacimiento, abundantes células en proliferacion en la zona basal y media. En
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los animales adultos se observaron abundantes células en proliferaciéon en la zona basal y una
cantidad escasa en la zona media de la cripta. En el colon ascendente, se observaron abundantes
células en proliferacién en la zona basal y media de la cripta desde el segundo tercio de la
gestacion hasta los 36 dias de edad. Luego la cantidad disminuy6 en la zona media, en donde
entre los 37 a 45 dias se observé regular cantidad de células en proliferacién; en adultos se

encontraron escasas células marcadas con PCNA (Figura 95d, e).

En colon transverso, se observaron abundantes células en proliferacion en las criptas
desde el segundo tercio de gestacion hasta la edad adulta; mientras que en la zona media de las
criptas se observd abundantes células en proliferacion hasta los 21 dias post nacimiento. Luego
se encontré una regular cantidad de células hasta los 27 dias y escasa cantidad entre los 37 a 45
dias. En el colon descendente, se observaron abundantes células PCNA+ en la zona basal de la
cripta en todas las edades, y en la zona media durante la etapa fetal (Figura 95¢) y entre los 16 a
21 dias post nacimiento. Desde el nacimiento y hasta los15 dias de edad, se localizaron escasas
células en proliferaciéon en la zona media de la cripta (Figura 95f). En todas las porciones del
intestino grueso no se observaron células en proliferacién en la zona apical de la cripta y en el

epitelio superficial (Cuadro 82).

Cuadro 81: Grado de marcaciéon con PCNA en los ejes cripta vellosidad de intestino delgado de
alpacas.

Duodeno Yeyuno Tleon
Etapa Edad PRy P——y ——
Evaginacion Evaginacion Evaginacion
FIT 3 3 3
_ Cripta Vellosidad Cripta Vellosidad Cripta Vellosidad
g B M A B M A B M A
A= F2T 3 3.0 0 3 3.0 0 3 30 0
F3T 3 3 0 O 3 31 0 3 3 3 2
0-7 3 2 0 O 3 1 0 O 3 0 0 O
@ 8-15 3 1 1 0 3 2 0 O 3 0O 0 O
° 16-21 3 1 0 0 32 0 0 32 0 0
§ 22-27 3 0 0 O 3 2 0 O 3 2 1 0
% 28-36 3 0 0 O 3 1 0 O 3 1 0 O
i~ 37-45 3 0 0 O 3 2 0 O 3 1 0 O
Adultos 3 0 0 O 3 1 0 O 3 1 0 O

B: zona basal; M: zona media; A: zona apical; ES: epitelio superficial

0: no hay células marcadas con PCNA; 1: escasas células marcadas con PCNA (1 a 5 células); 2: regular
cantidad de células marcadas con PCNA (6 a 10 células); 3: abundantes células marcadas con PCNA (mads
de 10 células).
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Figura 94: Identificacion de células en proliferacion celular mediante inmunomarcacién para
PCNA en el epitelio del intestino delgado de alpacas. Etapa fetal: a) duodeno, 56 dias, 63x; b) duodeno,
80 dias, 40x; ¢) yeyuno 330 dias, 40x; d) ileon, 334 dias, 40 dias. Etapa postnatal: e) ileon, recién nacido,
40x; f) yeyuno, 2 dias, 40x; g) ileon, 20 dias, 40x; h) yeyuno, 45 dias, 40x. Coloracién de contraste:

Hematoxilina de Harris.

»
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Cuadro 82: Grado de marcacién con PCNA en las células del eje cripta vellosidad de intestino

grueso de alpacas.

Ciego Colon Colon Colon

Etapa Edad Ascendente Transverso Descendente
Evaginacién Evaginacion Evaginacion Evaginacion

F1T 3 3 3 3

Cripta Cripta Cripta ES Cripta
g BMA D B MaAa® B Ma B M A
= F2T 33 0 O 3 3 O O 33 0 0O 3 3 0 O
F3T 33 0 0 3 3 O O 33 0 0O 3 3 0 O
0-7 33 0 0O 3 3 O O 3 3 1 0O 3 1 0 O
@ 8-15 33 0 0 3 3 O O 3 3 1 0O 3 1 0 o0
;E, 16-21 33 0 0O 3 3 O O 33 0 0 3 3 0 O
g 22-27 33 0 0 3 3 O O 32 0 O 3 0 O O
g 28-36 33 0 0O 3 3 O O 30 0 0O 3 0 O O
é 37-45 33 0 0 3 2 1 0 31 0 O 3 0 O O
Adultos 3 1 0 O 3 1 1 0 30 0 0O 3 0 O O

B: zona basal; M: zona media; A: zona apical; ES: epitelio superficial
0: no hay células marcadas con PCNA; 1: escasas células marcadas con PCNA (1 a 5 células); 2: regular
cantidad de células marcadas con PCNA (6 a 10 células); 3: abundantes células marcadas con PCNA (mas

de 10 células).
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Figura 95: Identificacién de células en proliferacion celular mediante inmunomarcacién para
PCNA en el epitelio del intestino grueso de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80 dias, 40x;
b) ciego, 216 dias, 40x; c) colon descendente, 325 dias, 40x. Etapa postnatal: d) colon ascendente, 4 dias,
40x; e) colon ascendente, 18 dias, 40x; f) colon descendente, 41 dias, 10x. Coloraciéon de contraste:
Hematoxilina de Harris.
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7.3.2 Muerte Celular

En el intestino delgado, en el primer tercio de gestacién no se observé células en
apoptosis. A partir del segundo tercio de gestacién se observaron células en apoptosis hacia la
punta de la evaginacién y luego hacia la punta de la vellosidad. En duodeno y yeyuno se encontrd
una mediana de 3 células en apoptosis, en el segundo y tercer tercio de gestacion y en el {leon una
media de 2 células por vellosidad con un rango de 0 a 7 células en duodeno, 0 a 8 en yeyuno y 0
a 5 en ileon (Figura 96b). En la etapa postnatal, entre los 0 a 7 dias se observé el mayor niimero
de células en apoptosis en duodeno y yeyuno, las cuales se ubicaron en la zona media y apical de
la vellosidad; en duodeno ademds se observé un gran nimero de células en apoptosis en animales
adultos (0 a 21 células) (Figura 96f). En ileon, el mayor niimero de células en apoptosis se observé
en las crias de 28 a 36 dias con una mediana de 11 y un rango de 2 a 21 células en apoptosis

(Figura 96e; Cuadro 83)

Cuadro 83: Numero de células apoptdticas en el eje cripta vellosidad del intestino delgado de
alpacas.

Duodeno Yeyuno Ileon

Etapa  Edad "0/ Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx
FIT 00 0 0 O 00 0 0 0 00 0 0 0

E 2T 30 0 0 7 30 0 0 6 20 2 0 8
= BT 30 2 0 7 30 3 0 8 20 2 0 5
07 50 3 0 28 30 3 0 26 30 0 0 18

2 815 25 2 0 7 20 2 0 4 30 0 0 18
S 1621 25 2 0 5 20 2 0 13 20 0 0 23
T 0227 40 3 0 13 20 2 0 8§ 20 0 0 10
£ 283 20 2 0 7 10 0 0 6 110 7 2 21
S 3745 30 2 0 8 20 0 0 7 40 2 0 15
Adultos 90 7 0 21 40 4 0 8 50 5 3 8

Med: Mediana; Mo: Moda; M: valor minimo; Mx: valor maximo.

En el intestino grueso se observaron células en apoptosis desde el primer tercio de
gestacion. En el colon descendente se detectd el mayor nimero de células; sin embargo, la moda
fue de O en las tres porciones (Figura 96a). A partir de la diferenciacion de las criptas, las células
en apoptosis se observaron en las vellosidades. En el segundo tercio de gestacion, se observo el
mayor nimero de células en apoptosis en el ciego y en el colon ascendente, con rangos de 0 a 9

células en el ciego, y de 0 a 11 células en el colon ascendente (Figura 96¢; Cuadro 84).

En la etapa postnatal, las células en apoptosis se observaron en el epitelio superficial. En
el ciego se observé el mayor nimero de células en apoptosis en animales entre 0 a 7 dias de, asi

como en crias de 28 a 36 dias. En colon ascendente, el mayor nimero de células en apoptosis se
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observé en las crias de entre 37 y 45 dias (Figura 96h). El colon transverso presentd el menor
nimero de células en apoptosis, con medianas de entre 2 y 4. En el colon descendente el menor
nimero de células en apoptosis se observé en las crias desde el nacimiento hasta los 7 dias

(mediana 1.0) y el mayor nimero, en las crias de entre 16 a 27 dias de edad (Cuadro 84).

Cuadro 84: Numero de células apoptéticas en las criptas del intestino grueso de alpacas.

Ciego Colon Ascendente  Colon Transverso Colon Descendente

Et Edad
apa A€ “rfed Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx Med Mo M Mx

FIT 0.0 o 0 0 30 0O O 5 00 O O O 30 0 O 7

g F2T 3.0 4 0 9 30 3 0 11 20 O O 6 20 0 O 6
A= F3T 5.0 0O 0 15 90 12 0 16 20 O O 16 40 0 O 9
0-7 9.0 30 23 30 0 O 12 20 O O 16 10 O O 5

8-15 3.0 0O 0 9 40 3 0 25 20 O O 5 3.0 30 5

= 16-21 4.0 3 0 15 30 0 O 18 30 O O 8 50 5 1 9
g 22-27 45 2 1 1 20 O O 5 20 O O 5 50 4 3 9
E 28-36 6.0 5 0 13 30 0 O 6 40 3 0 8 3.0 3 0 8
37-45 3.0 3 0 12 50 6 O 10 40 4 0 10 30 2 0 10
Adultos 4.0 3 0 6 40 4 1 9 30 3 0 7 3.0 32 5

Med: Mediana; Mo: Moda; M: valor minimo; Mx: valor maximo.
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Figura 96: Identificacién de apoptosis mediante la prueba de tinel (Método ApopTag) en el
intestino de alpacas. Etapa fetal: a) colon descendente, 80 dias, 63x; b) yeyuno, 334 dias, 40x; c) colon

ascendente, 334 dias, 40x. Etapa postnatal: d) ciego, 1 dia, 40x; e) ileon, 4 dias, 40x; f) duodeno, 7 dias,
40x; g) ciego, 43 dias, 40x; h) colon ascendente, adulto, 40x.
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VIIL DISCUSION

8.1. DESARROLLO INTESTINAL

El desarrollo del tracto gastrointestinal (TGI) en la alpaca, en general y del epitelio
intestinal en particular, son similares a lo descrito en otras especies de mamiferos. Inicia su
desarrollo a muy temprana edad, siguiendo un patrén conservado, igual a lo que ocurre en otros
mamiferos como los bovinos, ovinos y el cobayo (Klein y MacKenzie, 1983a, Weaber et al.,

1991; McLin et al., 2009).

En nuestro estudio se pudieron identificar a los 46 dias de gestacién, un intestino delgado
dividido en duodeno y yeyuno y un intestino grueso pequefio sin divisiones, lo cual seria la
transicion del intestino primitivo a la formacién de las diferentes porciones intestinales, similar a
lo descrito en humanos por Grand et al. (1976) y en ratones por Lawson et al. (1986) y Franklin
et al. (2008). En la alpaca, el proceso de formacién de las porciones intestinales culmina a los 80
dias de gestacion, edad en la cual se observo el colon transverso, que es la dltima porcién en
desarrollarse. Posteriormente, ocurren procesos de elongacién de cada porcién con cambios
morfolégicos y morfométricos, lo cual es similar a otras especies como ratas (Rattus norvegicus),
ratones (Mus musculus) y humanos (Homo sapiens) (Trier y Moxey, 1979; Hounnou et al., 2002;
Struijs et al., 2009; Helander y Frandriks, 2014), sin existir diferencias entre sexos (Marnerides
et al., 2012). La elongacion y el incremento del didmetro del intestino continda hasta la etapa
postnatal, en alpacas fue descrito previamente por Paredes (2010), quien demostré que, en los
primeros dias post nacimiento, ocurre un rapido incremento de la longitud del intestino, originado

principalmente como consecuencia de la duplicacién de la longitud del yeyuno.

Los cambios en la estructura de la pared intestinal que ocurren durante el desarrollo se
asocian a procesos proliferativos en el epitelio y en el mesénquima. En alpacas, en fetos de entre

46 y 110 dias de gestacion, la formacion de las distintas porciones intestinales se acompaid de
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altos indices de proliferacion celular en las diferentes tnicas que se estdn diferenciando en la
pared intestinal, este proceso, también fue descrito en ratones entre los dias 9 a 13 de gestacién
por Lepoucelet et al. (2005) y Cervantes et al. (2009). En ratones, se establecié que este
incremento en la proliferacion esta regulado por la sefializacién de Wnt no canénico a través de
la via de polaridad celular planar (Qian et al., 2007; Cervantes et al., 2009). Es probable que esta

via regulatoria este conservada en mamiferos, y sea importante también en la alpaca.

La pared intestinal de la alpaca desde la etapa fetal hasta la edad adulta estd formada por
cuatro tinicas: mucosa, submucosa, muscular y serosa, caracteristica que fue descrita en alpacas
adultas por Montalvo (1966) y en crias por Checcnes (2014), y sigue el patrén tipico de los
mamiferos (Banks, 1996; Eurell y Frappier, 2006; Ross, 2015). Estudios en diversas especies
como ratones y ratas, evidenciaron que la pared intestinal inicia su formacién en la etapa
embrionaria a partir del endodermo, el cual es rodeado por la hoja visceral del mesodermo, dando
origen a las diferentes tinicas y estructuras de la pared intestinal y las glandulas anexas del TGI
(Winkler y Wille, 1998; Bates et al., 2006; Spence et al., 2011; Le Guen et al., 2015; Deglincerti
etal.,2016).

En alpacas, en la etapa fetal, se observé un desarrollo paulatino a los 46 dias de gestacion.
Las tdnicas poseen células indiferenciadas y no se han desarrollado las estructuras caracteristicas
del intestino como criptas, vellosidades y capas musculares. Como consecuencia de los procesos
que van ocurriendo durante la ontogenia, en el tercer tercio de gestacion ya existe un grado de
diferenciacion celular epitelial y de morfogénesis muy similar al encontrado en la vida posnatal.
Esto es similar a lo observado en animales como el bovino (Asari et al., 1987), cerdo (Karlsson,
1972), coipu (Myocastor coypus bonariensis) (Tano de la Hoz et al., 2016) y humanos (Roa y
Meruano, 2012) y se diferencia de los ratones (Mus musculus) (Cervantes et al., 2009) y conejos
(Oryctolagus cuniculus) donde el desarrollo del epitelio se completa en el periodo postnatal
(Elnasharty et al., 2013). Este desarrollo es progresivo en todas las especies estudiadas. En la
alpaca, en el primer tercio de gestacion se pudieron observar las dos capas que posee la tiinica
muscular con el plexo mientérico entre ellas, asi como la formacién de vasos sanguineos en la
submucosa y en la serosa. En el segundo tercio de gestacién se encontrd una mayor organizacion

de estas estructuras, asi como de la presencia de agregados linfoides en la submucosa.

La tdnica intestinal que sufre mas cambios durante el desarrollo es la mucosa. Esta tinica
presenta tres capas: epitelio, ldmina propia y muscular de la mucosa, tanto en alpacas adultas
(Montalvo 1966) como en crias (Checcnes, 2014). La formacion de las capas de la mucosa es un
proceso que comienza en el primer tercio de gestacion y llega hasta el tercer tercio de gestacion,

aproximadamente hasta los 293 dias; edad en la cual se distingue claramente la muscular de la
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mucosa, ldmina propia y epitelio intestinal con ejes cripta vellosidad formados en todas las
porciones intestinales, para luego continuar con procesos de organizacién y maduracién de las
estructuras propias de cada capa de la mucosa. Este desarrollo es similar a lo descrito por Asari
et al. (1987) en bovinos, quienes demuestran que la estructuracién de la mucosa se completa a

inicios del tercer tercio de gestacién.

El desarrollo del epitelio intestinal de los mamiferos se caracteriza por una fase temprana
de morfogénesis y proliferacion celular, una etapa intermedia de diferenciacién celular y una
etapa posterior de maduracion fisiol6gica. Como resultado de estos procesos, el epitelio intestinal
definitivo estd formado por células altamente especializadas que realizan funciones digestivas,
absortivas, secretoras, endocrinas e inmunoldgicas (Rings et al., 1992; Pacha, 2000; Crosnier et
al., 2006; Drozdowski et al., 2010; Chin et al., 2017). Este epitelio, en la alpaca a los 46 dias de
gestacion es estratificado; en este momento no existen evaginaciones ni invaginaciones de la
mucosa. Posteriormente la diferenciacion celular del epitelio es simultdnea al proceso de
morfogénesis, hasta que a los 232 dias ya estdn formadas las vellosidades y criptas revestidas por
un tejido epitelial cilindrico simple, este modelo de desarrollo es similar al descrito en humanos,
pollos (Shyer et al., 2013), ratas (Trier y Moxey, 1979), bovino (Winkler y Wille, 1998) y cerdos
(Dekaney et al., 1997).

La morfogénesis es un proceso conservado evolutivamente, que se encuentra en
mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (McAvoy y Dixon, 1978; Shyer et al., 2013). Es la
responsable de la expansién masiva del 4rea intestinal; se estima que en el humano adulto el drea
de superficie absorbente es de 30 m?, con estructuras de vellosidades que amplifican el drea de la
superficie en 6,5 veces (Helander y Findriks, 2014). La diferenciacién y el crecimiento intestinal
estdn regulados por enzimas y factores de crecimiento (Quaroni, 1985a, b) y siguen un patrén
crdneo caudal (Asari et al, 1986). Este patrén también fue observado en el estudio, tanto en el
intestino delgado como en el intestino grueso los cuales siguieron un patrén de desarrollo craneo

caudal.

Estudios realizados en ratas y ratones han demostrado que el epitelio intestinal se origina
en el primer tercio de gestacioén a partir del endodermo, va como un epitelio seudoestratificado
con células adheridas a la membrana basal (Grosse et al., 2011; Spence et al., 2011). Luego,
mientras el intestino se expande en longitud y didmetro, el tejido epitelial se transforma en
estratificado con células apicales firmemente unidas entre ellas mediante desmosomas (Dunn,
1967). Este es un periodo transitorio (Grosse et al., 2011), para luego volver a modificarse como
un epitelio simple seudoestratificado que inicia el proceso de diferenciacién y acompaiia la

formacion de evaginaciones y vellosidades (Madara et al., 1981), para luego dar paso a un epitelio
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cilindrico simple donde las células estdn unidas entre ellas por uniones estrechas y hacia la ldmina
basal mediante hemidesmosomas ( Orian-Rousseau et al., 1996). En este estudio se incluyeron
fetos a partir de los 46 dias de gestacidn, en estos ejemplares se observd, mediante el uso de
diferentes técnicas histoldgicas y de inmunohistoquimica, un epitelio estratificado altamente
proliferativo. No se reconocieron en ese estadio las otras capas de la mucosa intestinal, asi
también, solamente se observed, superficialmente al epitelio, estar rodeado de un tejido con
abundantes células mesenquimales en proceso de proliferacién, similar a lo descrito por diversos
autores en diferentes especies de mamiferos (Asari et al., 1987; Grosse et al.,2011; Lee y Norden,

2013; Tano de la Hoz et al., 2016), durante un estadio similar de la ontogenia.

En los siguientes dias del desarrollo, se observé una condensacion de células
mesenquimales subyacente al epitelio. Ambos tipos celulares se proyectaron hacia la luz central
formando evaginaciones. El tejido epitelial pasé entonces a ser seudoestratificado, un desarrollo
similar fue descrito en ratones por Spence et al. (2011); estos autores, ademds demostraron que
el mesénquima produce sefales tanto permisivas como instructivas para inducir y regular el
desarrollo normal del epitelio intestinal. En el cerdo, Dekaney et al. (1997) y Karlsson (1972),
describieron que el intestino delgado posee originalmente un epitelio estratificado y que su
mucosa no presenta ni vellosidades ni criptas. Posteriormente, el epitelio se diferencia a cilindrico
simple, con cambios microscopicos y ultraestructurales que permiten reconocer su diferenciacion.
Este epitelio se observa tanto en las vellosidades como en las regiones intervellosas. Una
secuencia similar de ontogenia de la mucosa intestinal fue descrita en conejos, ovinos, bovinos
(Toofanian y Targowski, 1982; Winkler y Wille, 1998) y coipti (Tano de la Hoz et al., 2016). Por
lo tanto, el patrén observado en la alpaca que comienza con un epitelio estratificado pasa luego a
un epitelio simple seudoestratificado y al final a un epitelio cilindrico simple, en simultdneo con

formacion de vellosidades y criptas, parece ser comun a todos los mamiferos.

Las evaginaciones comenzaron a formarse a partir de los 56 dias de gestacion en
diferentes porciones intestinales. En este momento se encontraban recubiertas por un epitelio
estratificado, el cual va cambiando a seudoestratificado y se ubica hacia la punta de las
evaginaciones, conforme estas se hacen mas pronunciadas. En las zonas intermedias entre una
evaginacion y otra, se mantiene un epitelio estratificado con zonas altamente proliferativas lo cual
también fue descrito en ratones por Korinek et al. (1998) y Grosse et al. (2011). Este periodo con
presencia de epitelio seudoestratificado permite el empaquetamiento eficiente de una gran
cantidad de células con rapida divisién en un espacio relativamente restringido, facilitando la
elongacion y formacion rdpida de las diferentes porciones intestinales, asi como la expansién de

la superficie intestinal. Diversos autores han descrito que el epitelio seudoestratificado, hace
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posible que los niicleos de las células se ubiquen en posiciones escalonadas, debido a su constante
movimiento hacia apical y hacia basal, proceso que es conocido como migracién nuclear
intercinética. Esto ocurre de acuerdo con el ciclo celular, en la fase S los nicleos estdn cerca de
la lamina basal mientras que en la mitosis estdn mas cerca de la superficie apical (Grosse et al.,

2011; Walton y Kolterud, 2014; Freddo et al., 2016; Norden, 2017).

Conforme el intestino se va elongando, se produce una disminucién de la proliferacion
de la células epiteliales, intercaldndose células proliferativas y no proliferativas, las no
proliferativas se van desplazando hacia la punta de las evaginaciones (Cervantes et al., 2009,
Grosse et al., 2011). En la alpaca, este proceso se comenzd a observar hacia los 104 dias de
gestacion, en este momento las células negativas a la marcacion con PCNA se ubicaron hacia la
punta de las evaginaciones, mientras que las células positivas a PCNA se localizaron hacia la base
de la evaginacion y los dominios intervellosos, este proceso siguié un eje craneo caudal en cada

porcidn intestinal.

En la alpaca, a partir de los 80 dias de gestacion se observé un mayor nimero de
evaginaciones y ademads estas poseian un mayor tamafio. Durante el segundo tercio de gestacion,
las evaginaciones de la mucosa forman las tipicas vellosidades, lo cual amplio el drea intestinal.
Simultdneamente, se originaron las invaginaciones que dieron origen a las criptas. Esto ha sido
descrito en fetos de ratas (Hilton, 1902; Dun, 1967; Mathan et al., 1976), ratones (Sbarbati, 1982;
Walton et al., 2012), ovejas (Trahair y Robinson, 1986) y humanos (Lacroix et al., 1984a;
Matsumoto et al., 2002), donde diversos autores demostraron que de la mucosa recubierta de un
epitelio estratificado altamente proliferativo, se originan evaginaciones que dan origen a las
vellosidades las cuales estan recubiertas de un epitelio cilindrico simple, quedando las células en

proliferacion en las zonas intervellosas.

Asari et al. (1986) y Asari et al. (1987) han demostrado que la mucosa sufre este proceso
de morfogénesis entre el primer y segundo tercio de la gestacion en bovinos. Estos autores
comprobaron que la formacién de las evaginaciones se da alrededor del final del primer tercio de
gestacion (3 meses), para luego dar lugar a la formacién de vellosidades maduras y criptas en el
segundo tercio de gestacién, entre los 4 a 5 meses, siguiendo un patrén similar en el intestino
delgado y el intestino grueso. En fetos de coipu, Tano de la Hoz et al. (2016), demostraron la
presencia de vellosidades y criptas bien desarrolladas en el segundo tercio de gestacién. En
humanos la formacién de las vellosidades y criptas inician alrededor de la semana 7 a la semana
10 de gestacion, lo cual indica una formacién muy temprana de las vellosidades (Grand et al.,
1976; Montgomery et al., 1999). En cambio, en el conejo y en los ratones, que son animales

altriciales a diferencia de la alpaca, los bovinos, el humano y el coipt, la maduracién histolégica
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del epitelio intestinal se da después del nacimiento y se completa después del destete (Toofanian

y Targowski, 1982; Calvert y Pothier, 1990).

Alrededor del final del segundo tercio de gestacion e inicio del tercer tercio de gestacion,
las vellosidades de la alpaca se encontraron recubiertas por un epitelio cilindrico simple, con
presencia de chapa estriada y diferentes tipos celulares, asi también se observaron criptas
estructuradas revestidas de epitelio cilindrico simple con presencia de células en proliferacion,
células de Paneth (CP) y células caliciformes (CCAL). Esta formacién de vellosidades y criptas
se dan tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso, lo cual concuerda con lo
encontrado por Asari et al. (1986) en bovinos y Tano de la Hoz et al. (2016) en coipt, que también

son mamiferos precociales.

En alpacas, el desarrollo de la mucosa del intestino grueso es similar a la descripta para
el intestino delgado. Sigue un patrén craneo caudal en cada porcidn; sin embargo, en el primer
tercio de gestacion, la formacién de las porciones intestinales del intestino grueso presenta un
patron de formacién diferente, pasa de ser una sola porcidn corta a presentar un ciego que se
proyecta como un apéndice entre el {leon y colon y el colon propiamente dicho tiene un desarrollo
en 2 ejes, uno craneo caudal (colon ascendente-colon transverso) y otro caudo craneal (colon
descendente-colon transverso), siendo el colon transverso el ultimo en desarrollarse y
diferenciarse macroscépicamente y microscopicamente. Este patrén caudo craneal también fue
descrito por Asari et al. (1986), en bovinos, donde se encontré que la formacién de vellosidades

rudimentarias se da primero en recto y posteriormente en colon.

En el ciego y en el colon de fetos de alpacas se forman vellosidades a partir del segundo
tercio de gestacion, estas se mantienen hasta después del nacimiento y desaparecen en su totalidad
entre los 3 a 7 dias de edad. Estas vellosidades formadas en la etapa fetal inician su remision al
final del tercer de gestacion, edad en la cual se observo gran cantidad de células apoptéticas, este
resultado difiere de lo reportado por Asari et al. (1986) quienes describen que las vellosidades se
forman en el intestino grueso del bovino en el segundo tercio de gestacién y desaparecen en su

totalidad entre el octavo a noveno mes de gestacion.

Otras estructuras de la mucosa como la muscular de la mucosa y el misculo de Briicke
iniciaron su proceso de diferenciacion desde el inicio del segundo tercio de gestacién a partir del
mesodermo, completando su formacién alrededor de los 293 dias de gestacién. En humanos, la
formacion de estas estructuras se inicia a finales del primer tercio de gestacion (Grand et al., 1976;

Lai et al., 2014)
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Otra estructura importante del intestino delgado, especialmente del duodeno, son las
glandulas de Briinner, las cuales cumplen una funcién importante en los mecanismos de
regulacion del pH intestinal y de la homeostasis del microambiente intestinal. Estas se ubicaron
en la submucosa, desde los 293 dias de gestacion (tercer tercio de gestacion), similar a lo
observado en el coipt (Tano de la Hoz ef al., 2016) y humanos (Salva et al., 2019), quienes
también presentan glandulas de Briinner a partir del tercer tercio de gestacidn; y difiere del conejo
donde recién se observan estas estructuras hacia los 20 dias post nacimiento (Toofanian y

Targowski, 1982).

En nuestro estudio, se observé que las glandulas de Briinner estdn formadas por células
mucosas, igual a lo descrito por Montalvo (1966) en alpacas adultas y a diferencia del conejo
(Zanuzzi et al., 2010) y la gacela (Gazella subgutturosa) (Hamza y Al-Mansor, 2017) en donde
estan formadas por células mucosas y serosas. En su citoplasma contienen mucinas, siendo la
MUC 6 la principal mucina segun lo reportado en humanos por Bartman et al. (1998), Buisine et
al. (2000) y Tailford et al. (2015). Mediante PAS-AA se encontré en alpacas que el glicocalix
presenta mucinas dcidas desde la etapa fetal, mientras que hasta los 21 dias post nacimiento se
observaron células que en su citoplasma poseen mucinas 4cidas y otras que presentan mucinas
neutras, a partir de esta edad se observé un predominio de mucinas 4cidas, igual a lo reportado en
bovinos adultos (Verdiglione et al., 2002) y en conejos adultos (Zanuzzi et al., 2010); mientras
que en la gacela (Hamza y Al-Mansor, 2017) las gldndulas de Briinner presentan mucinas neutras

y no presentan mucinas acidas.

Mediante LHQ, se determiné que el glicocalix y el contenido del citoplasma de las células
de las glandulas de Briinner tienen una marcacién fuerte con las lectinas RCA-1, DBA, SBA,
WGA y UEA-1, identificindose la presencia de D-galactosa, aN-acetilgalactosamina, o> N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, o L-fucosa desde la etapa fetal, lo cual es similar a lo
encontrado en gatos, humanos y perros adultos por Skutelsky et al. (1989), bovinos por
Verdiglione et al. (2002) y en conejos adultos por Zanuzzi et al. (2010). En conejos la lectina
UEA-1 solo tiene afinidad para el citoplasma de las células serosas. En el mono Rhesus (Macaco
Rhesus) existe una marcacién fuerte de las células de las glandulas de Briinner con las lectinas

WGA, SWGA y RCA-1 y una marcacién leve con la lectina UEA-1 (Skutelsky et al., 1989).

Una marcacion entre leve a moderado fue observada con las lectinas GSL-1 y Con-A,
indicandonos una menor presencia de a D-galactosa, o N-acetilgalactosamina y o manosa, aD
glucosa desde la etapa fetal, similar a lo reportado en humanos adultos (Skutelsky et al., 1989),
mientras que con las lectinas SJA, PSA y PHA-E, se identificaron después del nacimiento 3 N-

acetilgalactosamina, o manosa, aD glucosa y estructuras complejas de D-galactosa B4 N-
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acetilglucosamina B2 manosa 06 (N-acetilglucosamina p4) (N-acetilglucosamina 34 manosa o3)
manosa 34). En el caso de la lectina PNA, esta solo tuvo marcacion en el citoplasma de las células
de las glandulas de Briinner, lo cual indica presencia de D-Galactosa B3 N-acetilgalactosamina,

lo cual también ha sido descrito en gatos, perros, mono Rhesus y humanos (Skutelsky et al., 1989).

Luego de los procesos iniciales de morfogénesis y proliferaciéon celular, ocurre la
diferenciacion celular, que lleva a que el epitelio con un unico tipo celular observado en las
primeras semanas de gestacion origine los diferentes tipos celulares que conforman el epitelio
intestinal maduro, células madre, enterocitos, CCAL, CP, CE y células sensoriales (Noah et al.,

2011; Spence et al., 2011).

La diferenciacién celular es un proceso que comienza en el primer tercio de gestacién en
la alpaca, a los 80 dias de gestacién se pudieron observar células con citoplasma croméfobo de
caracteristicas similares a CCAL, y a los 103 dias de gestacion se observaron 3 tipos celulares,
uno epitelial cilindrico, que es negativo a la marcacién con PCNA, otro tipo con citoplasma
cromofobo y fenotipo de las CCAL y otro tipo celular con citoplasma croméfobo de tamafio
pequeiio y forma alargada, con nticleo central que en yeyuno y colon descendentes mediante THQ
se identificaron como células enteroendocrinas L; junto a estas células también se observo células
altamente proliferativas que incluyen a las células madre. En el segundo tercio de gestacion desde
los 111 dias se pudo reconocer claramente la presencia de poblaciones de CCAL, asi como de
células enteroendocrinas L, K, I y N distribuidas en las diferentes porciones intestinales, lo cual
nos estaria indicando la importancia de estas células en la funcidn intestinal desde estadios
tempranos de la ontogenia, este proceso de diferenciacion celular es similar al que ocurre en

bovinos y cerdos (Asari et al., 1987; Dekaney et al., 1997; Wille y Winkler, 1999).

Acompaiiando a estos procesos, que se mantienen hasta la edad adulta, se da un balance
dindmico entre proliferacion celular y la apoptosis de células viejas, estos procesos se hacen mas
intensos desde el momento que comienza la formacién de las vellosidades (Duncan et al., 1994;
Babeu et al., 2009). En la alpaca se observd desde el final del primer tercio de gestacion la

presencia de células en apoptosis, las cuales se ubicaron en la punta de la evaginacion.

El periodo perinatal, es una etapa de renovacién y maduracién del epitelio intestinal de la
alpaca, hacia el final del tercer tercio de gestacidn, se incrementa el nimero de células en
apoptosis en las vellosidades del intestino delgado, comenzando el recambio de los enterocitos
fetales presentes, por enterocitos maduros, proceso que dura hasta después del nacimiento. En el
intestino grueso se observd gran cantidad de células apoptéticas principalmente hacia la punta de

las vellosidades, lo cual produjo hacia el nacimiento y en los primeros dias post nacimiento, la
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eliminacion completa de las vellosidades presentes en el intestino grueso. Estos eventos también
han sido descritos en bovinos por Asari et al. (1986). Después de formadas los ejes cripta
vellosidad en el tercer tercio de gestacidn, la renovacion del epitelio intestinal es a partir de las
células madre ubicadas en las criptas y después del nacimiento este proceso de recambio celular
es continuo, con un recambio celular diario (Barbeito et al., 2002; Gonzales et al., 2005; Gonzales
y Barbeito, 2011), en ratones, ratas y humanos, el tiempo de vida de las células epiteliales en el
intestino delgado es entre los 3 y los 5 dias y en el intestino grueso entre los 2 y los 3 dias (Barker,
2014; Darwich et al., 2014), mientras que las CP tienen un tiempo de vida entre 3 a 6 semanas

(Ireland et al., 2005).

En las crias de alpacas, después del nacimiento, en el intestino delgado, las células en
proliferacion se ubicaron en la zona apical de las criptas y la zona basal de la vellosidad, mientras
que en el intestino grueso, estas se ubicaron en la zona basal y zona media de las criptas. En colon,
se observd en crias de 8 y 21 dias, células en proliferacion en la zona apical de la cripta, esto
indica un alto indice proliferativo en esas edades, mientras que en adultos solo se observé
proliferacién en la zona basal de la cripta, lo que nos indica que las criptas son las zonas de
proliferacién permanente en el animal en la etapa postnatal, como fue demostrado en ratones por
Barbeito et al. (2002), Gonzales et al. (2005), Gonzales y Barbeito (2011) y Bohin et al. (2020).
Estos mecanismos podrian ser de gran importancia en la alpaca, dada la gran cantidad de animales

de esta especie que mueren a corta edad como consecuencia trastornos intestinales.

El desarrollo morfolégico y morfométrico del epitelio intestinal, as{ como la expresién de
transportadores de glucosa en la etapa fetal puede estar influenciado por factores nutricionales y
metabdlicos de la madre (Pinheiro ef al., 2013); mientras que en la etapa postnatal son diferentes
los factores que influyen en la estructura de la mucosa intestinal, que incluyen el tipo de alimento,
la microbiota (Sangild et al, 2000; Schmidt et al, 2004) y factores bioactivos como factores de
crecimiento tales como el factor de crecimiento tipo insulinico, hormonas y colesterol que se
encuentran en grandes cantidades en el calostro. Esto ha sido estudiado en bovinos, ovinos y
cerdos donde ha sido descrito una alta tasa de proliferacién de células epiteliales e incremento de

transportadores en los enterocitos (Johansson et al., 2008; Ontsouka et al., 2016).

En el presente estudio se encontr6 que el nimero de vellosidades y criptas disminuye en
la etapa postnatal, pasando de 12 vellosidades y 13 criptas por mm de longitud de epitelio
intestinal en el tercer tercio de gestacién a 5 vellosidades y 5 criptas por mm de longitud de epitelio
intestinal entre los 37 y 45 dias de edad. Luego, en adultos se observa un aumento significativo
en las tres porciones intestinales. La longitud de las vellosidades se mantiene casi constante en

todas las porciones desde el nacimiento, mientras que las criptas se hacen mds profundas. Estos
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cambios podrian estar relacionados con diversas condiciones de manejo y alimentacién de los
animales, como ocurre en el cerdo, en donde Niinikoski ef al. (2004) describen en yeyuno de
lechones de 23 dias de edad que la longitud de las vellosidades y criptas cambian cuando los
animales se ven sometidos a una alimentacién de tipo parenteral. En la misma especie, Oliveira
et al. (2017), describieron que en duodeno y yeyuno la longitud de las vellosidades y criptas es
mayor en comparacion a fleon; mientras que Ciro-Galeano et al. (2016) encontraron en lechones
entre 21 dias a 51 dias que la longitud y el didmetro de las vellosidades aumenta con la edad, de
igual manera que el ancho de estas, ademds encontraron que existen diferencias entre el duodeno
y el ileon, siendo mayor el tamafio de las vellosidades del duodeno. Estas diferencias de tamaio

también fueron descritas en pollos de la linea Cobb vantres por Martinez et al. (2017).

Los cambios morfométricos de las vellosidades durante la etapa postnatal estdn
relacionados con cambios en la dieta, por ejemplo, una dieta liquida en lechones produce atrofia
de las vellosidades y disminucién del nimero y de la profundidad de las criptas, por disminucién
del flujo sanguineo intestinal, supresion de la sintesis de proteinas y supresion de los procesos de
proliferaciéon y supervivencia celular (Niinikoski ef al., 2004; Vrabcova et al., 2016). Asi mismo,
los probidticos promueven la modulacién positiva de los pardmetros morfométricos y de la
diferenciacion epitelial intestinal por la selectividad positiva de bacterias benéficas y la reduccion
de metabolitos toxicos en el lumen intestinal (Garcia et al., 2014; Santana et al., 2012; Han et al.,
2007). En bovinos durante los primeros dias de nacimiento una alimentacién con calostro
incrementa el tamafio de las vellosidades y los indices de la proliferacién celular (Roffler ez al.,

2003).

Este incremento también se observé en las alpacas desde el nacimiento hasta los 3 dias
de edad, con indices de proliferacién, recambio celular y presencia de transportadores mayores
que los de las crias de mds edad; esta observacién permite hipotetizar que también en esta especie
los factores presentes en el calostro son responsables de estos indices elevados de proliferacion y
son importantes para la homeostasis y la diferenciacion epitelial, y que luego, cuando el animal
pasa a tomar leche e ingerir pasto y paulatinamente incrementa el consumo de pasturas, los indices

de proliferacién y el tamafio de las vellosidades disminuye.

8.2. TIPOS CELULARES
En los diferentes mamiferos, el epitelio intestinal maduro estd formado por células madre,
enterocitos, CCAL, CP, CEE y células sensoriales (Ross ef al., 2015), su recambio celular varia

entre 3 a 7 dias segtin la especie (Barker, 2014). En el presente estudio se observé la presencia de
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enterocitos, CCAL, CP, CEE y células en proliferacién que incluirian a las células madre y a

cé€lulas indiferenciadas en transito.

8.2.1 Enterocitos

Los enterocitos son el tipo celular mds abundante en el epitelio intestinal y su funcién es
la absorcién de nutrientes a través de transportadores que expresan en la membrana apical; es el
linaje celular primario y su via de diferenciacion esta controlada por la sefializacién Notch, lo cual
fue estudiado en diferentes especies (Clevers, 2013). Dada la gran conservacion de esta via y la
similitud de la ontogenia intestinal entre los mamiferos, es muy probable que en la alpaca también

intervenga esta via.

En la alpaca, desde muy temprana edad, 56 dias en intestino delgado y 80 dias en intestino
grueso, se pudieron observar células epiteliales con forma cilindrica y nicleo central de
citoplasma eosinofilico, distribuidas en todo el epitelio. Conforme se formaron las evaginaciones
y posteriormente las vellosidades, estas células se ubicaron hacia la zona apical, asi mismo no
mostraron actividad proliferativa, indicdindonos que son células diferenciadas que por la forma y
ubicacién serian enterocitos. Asi mismo, se observd en el intestino delgado, que estas células
presentan chapa estriada a partir de los 124 dias de gestacion. La presencia de la chapa estriada
desde muy temprana edad también ha sido descrita en humanos donde se ha determinado su
presencia desde la semana 10 de gestaciéon (Lacroix et al., 1984a, b; Lacroix et al., 1986); sin
embargo, en cerdos Sangild et al. (1995) describen la presencia de chapa estriada recién en el

tercer tercio de gestacion.

En alpacas, asi como en otras especies, al final del tercer tercio de gestacion se observaron
enterocitos vacuolados fetales en el intestino delgado, ubicados principalmente hacia la punta de
las vellosidades, estas células presentaron vacuolas que contienen glucégeno, presentando una
estructura densa en la zona apical del citoplasma de la célula, que van desapareciendo en los
primeros dias de vida y luego solamente aparecen enterocitos con las caracteristicas adultas. En
el caso de bovinos Asari et al. (1987) encontraron enterocitos fetales en el dltimo tercio de
gestacion. Posteriormente, ocurrié una remodelacion completa del intestino antes del nacimiento,

desapareciendo este tipo celular y dando paso a enterocitos tipo adulto.

Al final de la gestacién y durante los primeros dias post nacimiento existe un alto indice
de proliferacion celular en el eje cripta vellosidad, que esté relacionado a este recambio celular,
en el que los enterocitos fetales son reemplazados por enterocitos tipo adulto. Estos cambios
también han sido descritos en el cerdo Buddington et al. (2001), quienes sefialan que este

recambio celular afecta la absorcién de macromoléculas que ingresan por endocitosis, debido a
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que el mayor porcentaje de enterocitos son inmaduros; sin embargo, el transporte més importante
en esta etapa es el de monosacdridos porque que otorgan los requerimientos energéticos al neonato
para su adaptacién al nuevo medio ambiente. Estudios en bovinos, han demostrado que en el
recien nacido, el ayuno asi como la exposicion a patégenos, causan una disminucién en el
crecimiento de las vellosidades intestinales, que hace al animal mds susceptible a infecciones

(Sauter et al., 2004).

Para determinar si los enterocitos estdn completamente diferenciados y son maduros, se
utilizan pardmetros relacionados con la funcionalidad, uno de ellos es la presentacion de sistemas
enzimdticos en la membrana apical (Goda et al., 1999). Dentro de estos sistemas enziméticos
presentes en la membrana apical del enterocito tenemos al complejo enzimatico sucrasa
isomaltasa, que es detectada en enterocitos de humanos desde el primer tercio de gestacién
(Leeper y Henning, 1990), en ratas desde el segundo tercio de gestacion segiin Quaroni, (1985a)

y segun Leeper y Henning, (1990), se expresan al momento del destete.

Otro de los pardmetros a tomar en cuenta, es la presencia de transportadores de glucosa 'y
proteinas en la membrana apical y basolateral de los enterocitos. La presentaciéon de estos
transportadores en los enterocitos varia con las especies; hay especies en las cuales aparecen desde
la formacioén de las vellosidades, y en otras después del nacimiento o incluso después del destete
(Drozdowski et al., 2010). El transporte de glucosa es el primero que se observa en el intestino
fetal de diferentes especies incluido el ser humano (Rubin, 1992), y la alpaca, segin lo
determinado en este estudio. Uno de los factores que favorece la expresién de transportadores es
la deglucién del liquido amnidtico por parte del feto como ha sido demostrado en humanos,
conejos (Buchmiller et al., 1992), ovinos (Trahair ef al., 1986) y monos Rhesus, en ellos entre 10
al 15% de los nutrientes adquiridos en la etapa fetal provienen de los nutrientes presentes en el
liquido amniético (Pitkin y Reynolds, 1975), asi también se ve influenciado por el estado
nutricional y las restricciones de nutrientes a las que pueda ser sometida la madre durante la etapa
fetal (Pinheiro et al., 2013; Liu et al., 2016; Wang et al., 2020), lo cual también puede afectar el
patrén de transporte de glucosa en la edad adulta del animal, tal como ha sido descrito en ratones

(Pinheiro et al., 2013)

Estudios en humanos (Buddington, 1994; Buddington y Malo, 1996) y en conejos (Cellini
et al., 2005) han demostrado que las células cilindricas identificadas en el primer tercio de
gestacion expresan transportadores SGLT-1 y poseen niveles elevados de su ARNm, lo cual
sugiere que el transporte de glucosa se inicia desde el primer tercio de gestacion. En alpacas se
encontr6 que las células cilindricas ubicadas hacia la punta de la evaginacién hacia el final del

primer tercio de gestacion presentaron transportadores SGLT-1 en la membrana apical, de manera
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similar a lo encontrado en humanos. En alpacas no existen estudios sobre la deglucién del liquido
amnidtico, su contenido de nutrientes y si influye en la expresion de los transportadores de

glucosa.

En cerdos, Buddington y Malo (1996), han descrito un incremento en la densidad de
transportadores SGLT-1 en el tercer tercio de gestaciéon. En humanos entre el segundo y tercer
tercio de gestacidn se establece el gradiente de absorcién de glucosa en duodeno e ileon. Este
incremento de transportadores SGLT-1 ha sido observado en alpacas, evidencidndose un
incremento marcado de transportadores entre el primer y tercer tercio de gestacion. Después del
nacimiento, esta marcacidon se observa en los enterocitos en la punta de las vellosidades en
duodeno, mientras que en yeyuno se mantiene en toda la vellosidad. Yang et al. (2011)
demostraron la presencia de transportadores SGLT-1 en todo el eje cripta vellosidad en yeyuno
de cerdos lactantes y Klinger et al. (2018) demostraron la presencia de este transportador en
ovejas en los primeros dias de vida. Estos resultados difieren totalmente de los encontrados en
animales altriciales como ratas, donde el incremento de transportadores SGLT-1 ocurre en el

momento del destete (Shu et al., 1997; Khan et al., 2000

Otro sistema de transporte de glucosa establecido en el epitelio intestinal es a través de
los transportadores GLUT-2, que tienen una baja afinidad pero si una alta capacidad de transporte.
Han sido descritos en humanos (Malo, 1988, Malo, 1990) y en ratas sometidas a altas
concentraciones de glucosa en la luz intestinal (Kellet y Helliwell, 2000). En fetos de alpacas
identificamos GLUT-2 desde el final del primer tercio de gestacién en el intestino delgado tanto
en la membrana apical como en la basolateral de los enterocitos ubicados hacia la zona apical de
la evaginacidn, lo cual indica que desde muy temprana edad en la alpaca existe un proceso de
maduracién de los enterocitos y expresion de transportadores de glucosa. Este resultado es similar
al hallado en ratas, especie en la que Matsumoto et al. (1993) identificaron GLUT-2 desde el
segundo tercio de gestacidn, antes que las vellosidades se formen, incrementdndose hasta el
destete para luego disminuir hacia la edad adulta (Shu et al., 1997, Drozdowski et al., 2010). En
bovinos Steinhoff-Wagner et al. (2015) han descrito el aumento de transportadores GLUT-2 en
la membrana apical del enterocito en comparacién de la membrana basolateral en fetos al final de
la gestacion y en los primeros dias post parto, lo cual concuerda con nuestro estudio donde se
encontrd que desde la etapa fetal se encontré una marcacion fuerte para el transportador en la
membrana apical del enterocito manteniéndose hasta crias. En humanos, GLUT-2 aparece en el
intestino delgado recién en el tercer tercio de gestacion y cerca del nacimiento (Shu et al., 1997).
A partir de estos resultados encontramos, que a diferencia de lo que ocurre para SGLT-1, GLUT-

2 se expresa durante la etapa fetal tanto en especies precociales como altriciales.
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La presencia de gran cantidad de transportadores tanto SGLT-1 como GLUT-2,
observada en alpacas en las criptas intestinales durante el tercer tercio de gestacion y en fechas
cercanas al nacimiento facilitaria, la absorcién de glucosa y estaria relacionada con el pico de
absorcion de glucosa que ocurre en el recién nacido, que ha sido descrito en cerdos (Puchal y
Budington, 1992) y pollos (Barfull et al., 2002) y estaria relacionado a los niveles elevados de
glucosa sanguinea descrita en alpacas desde el nacimiento (Esquerre et al., 1976; Rodriguez et

al., 2012; Rodriguez et al., 2016).

Los enterocitos que recubren el epitelio intestinal presentan un glicocalix en la zona
apical, formado por mucinas transmembrana que se sintetizan en el enterocito y se anclan a la
membrana celular. Ademads, en el glicocalix se encuentran proteoglicanos de transmembrana y
numerosos glicoconjugados que se unen a la porcién de carbohidratos de las mucinas y de los
proteoglicanos (Johansson et al., 2013). Este glicocdlix, la membrana del enterocito y las uniones
estrechas forman una unidad funcional, que cumple un rol en los procesos de digestién, absorcién
y proteccion de las células (An et al., 2007; Vaishnava et al., 2011) y proporciona una eficiente

separacion entre el material luminal y la ldamina propia (Turner et al., 1997; Sheng et al., 2013).

Las mucinas presentes en los enterocitos se caracterizan por tener un dominio extracelular
N-terminal glicosilado, el dominio transmembrana, y una cola citoplasmatica C-terminal, con
sitios de fosforilacion involucrados en la transduccién de sefiales intracelulares (Johansson et al.,
2013; Johansson y Hansson, 2016; Pelaseyed y Hansson, 2020). Dentro de estas mucinas tenemos
ala MUC 1, 3, 4, 12, 13, 15, 17 y 20 que se distribuyen en diferentes porciones del intestino
(Johansson et al., 2013; Konig et al., 2016; Hansson, 2020). La MUC3, es una de las principales
mucinas encontradas en los enterocitos, y se ubica a 1um de las puntas de las microvellosidades
de los enterocitos lo cual sugiere su participacién en la formacién de un glicocalix densamente
glicosilado. Estas mucinas presentes en los enterocitos no participan en la formacién del moco,
como es el caso de la MUC2 presente en las CCAL. Son considerados sensores y estidn
involucrados en la interaccién con la microbiota, los cambios que se producen en ella y su funcién

es de proteccion (Johansson et al., 2011; Pelaseyed y Hansson, 2020).

Garcia et al. (1995) describieron que el glicocalix de los enterocitos estd formado por
mucosustancias neutras como 4cidas, con grupos carboxilo y sulfato unidos. En alpacas, se
observé mediante PAS-AA la presencia de mucinas y glicoconjugados formando el glicocalix en
la membrana apical de los enterocitos. En la etapa fetal, en todo el intestino el glicocalix presenta
principalmente mucinas 4cidas, manteniéndose esta caracteristica en el ciego, colon ascendente y
transverso hasta la adultez, pero con la adicién de mucinas neutras y sialomucinas en colon

descendente. En cambio, en el intestino delgado, se observaron mucinas neutras y sialomucinas
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en la etapa postnatal, esto coincide con lo hallado por Montalvo (1966) en las diferentes porciones
intestinales de alpacas adultas. En conejos, equinos y cerdos, Galotta (2006), describi6 una fuerte
presencia de mucinas neutras en glicocalix de enterocitos de las vellosidades de yeyuno, ileon y
epitelio superficial de colon. Cambios en el patrén de glicosilacién de la mucina presente en los
enterocitos puede causar procesos inflamatorios en el intestino, de igual manera el cambio de
microbiota y la presencia de agentes patdgenos como Isospora suis en cerdos altera el patrén de

glicoconjugados en los enterocitos y en las CCAL (Choi et al., 2003).

Mediante lectinhistoquimica se encontré un patrén tnico para el glicocalix de los
enterocitos. En las vellosidades y en el epitelio superficial del intestino delgado e intestino grueso
respectivamente, se observé marcacion entre fuerte y moderada desde el primer tercio de
gestacion hasta la edad adulta con las lectinas RCA-1, DBA, SBA y WGA con las cuales se
identificaron azicares como D-galactosa, aN-acetilgalactosamina, o> N-acetilgalactosamina,
N-acetilglucosamina; patrén que es similar a lo encontrado en conejos adultos por Zanuzzi et al.
(2010), en lechones de 27 dias por Choi et al. (2003), en equinos por Galotta (2006) y por Massone
y col. (1991) en ileon de bovinos y difiere a lo reportado por Galotta (2006) en conejos adultos

quienes no encontraron marcacioén en colon con las lectinas RCA-1, DBA y SBA.

Con la lectina PNA se identifico la presencia de D-galactosa 33 N-acetilgalactosamina en
el glicocalix de los enterocitos de intestino delgado, ciego y colon descendente desde el primer
tercio de gestacion hasta la adultez; sin embargo, no se observé en la etapa perinatal en duodeno,
este resultado es similar al encontrado por Choi et al. (2003) en lechones de 27 dias. En conejos
adultos, Zanuzzi et al. (2010) reportaron marcacién similar en duodeno, yeyuno y colon. Sin
embargo nuestros hallazgos se diferencian de los encontrados por Galotta (2006) quien no
encontré marcacién en yeyuno de cerdos adultos y en ninguna porcidn intestinal de equinos

adultos, y por Massone et al. (1991) que tampoco la encontré en bovinos adultos.

Con la lectina SJA se identifico la presencia de B N-acetilgalactosamina en el glicocalix
de los enterocitos del intestino delgado de crias y adultos de alpacas, asi como en algunas edades
post nacimiento en ciego y colon ascendente. Este resultado coincide con lo observado en
lechones de 27 dias por Choi et al. (2003). De igual manera con la lectina GSL-1 se identificé la
presencia de aD-galactosa, aN-acetilgalactosamina en algunas células de animales de algunas
edades desde la etapa fetal hasta adultos en todo el intestino. En bovinos adultos, Massone et al.

(1991) encontraron marcacién variable en fleon para lectina GSL-1.

La afinidad por las lectinas Con A, LCA y PSA indica la presencia de o manosa y aD

glucosa en el glicocalix de los enterocitos de alpacas. La lectina Con A, mostrd positividad en
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todas las porciones y en todas las edades estudiadas, de manera similar a lo encontrado en conejos
por Zanuzzi et al. (2010) y en cerdos por Choi et al. (2003) y Galotta (2006). Galotta también
demostré en equinos marcacién con esta lectina en yeyuno e ileon, mientras que Massone et al.
(1991) no encontré marcacién en ileon de bovinos adultos. Estos resultados indican una gran

variacion interespecifica.

Con la lectina LCA se observé marcacion principalmente en glicocalix del intestino
delgado de alpacas desde el primer tercio de gestacion; mientras que, en intestino grueso, la
marcacion fue variable dentro del mismo animal y segin la edad, de manera similar a lo reportado
en yeyuno de lechones de 27 dias de edad (Choi et al., 2003). Con la lectina PSA, se observd
marcacién desde el primer tercio de gestacion en ciego, colon ascendente y colon descendente;
mientras que en intestino delgado y colon trasverso la marcacion fue principalmente en la etapa
fetal, en crias no se observé marcacién en yeyuno en ninguna edad y en duodeno no se observé
marcacion entre los 8 a 45 dias de edad, esto es similar a lo encontrado en lechones de 27 dias de

edad (Choi et al., 2003).

La marcacion con la lectina UEA-1, determind la presencia de o L-fucosa en el glicocalix
principalmente después del nacimiento. En yeyuno, ileon, ciego y colon ascendente la marcacion
fue méas homogénea tanto en vellosidades como en criptas, este resultado es similar al encontrado
en ileon de bovinos adultos (Massone et al., 1991), en yeyuno y colon de conejos adultos (Zanuzzi
et al., 2010), de equinos (Galotta, 2006) y en yeyuno de lechones de 27 dias (Choi et al., 2003).
En duodeno de alpacas se observé marcacién irregular en la primera mitad del segundo tercio de
gestacion y a partir del primer dia post nacimiento, similar a cerdos adultos (Galotta, 2006). Esta
presencia de L-fucosa en el glicocalix del epitelio intestinal de la alpaca, seria un factor facilitador
para que bacterias simbidticas y patégenas como la S. typhimurium se unan al epitelio intestinal
de la alpaca, como sucede en ratones (Goto et al., 2016; Suwandi et al., 2019), desencadenando

cuadros inflamatorios, y predisponiendo a las crias a desarrollar cuadros entéricos.

De igual modo con la lectina PHA-E se identific6 en el glicocalix de los enterocitos de
alpaca, glicoconjugados con estructuras complejas como D-galactosa 4 N-acetilglucosamina 32
manosa a6 (N-acetilglucosamina B4) (N-acetilglucosamina 4 manosa a3) manosa 4, que

también ha sido descrito en yeyuno de lechones de 27 dias de edad por Choi et al. (2003).

Otro de los glicanos de estructuras complejas estudiado fue D-galactosa (4 N-
acetilglucosamina 6 (N-acetilglucosamina 2 manosa a3) manosa a3, para lo cual se uso la
lectina PHA-L. Se encontr6 marcacién fuerte en el glicocalix de los enterocitos de intestino

delgado y ciego; en duodeno desde el segundo tercio de gestacion, en ileon y ciego desde el tercer

279



tercio de gestacion y en yeyuno desde el nacimiento. La marcacién en yeyuno de crias también
fue demostrada por Choi et al. (2003) en lechones de 27 dias. En colon se observé marcacién en

crias de algunas edades, pero no en adultos.

El citoplasma de los enterocitos presenta glicoconjugados en su citoplasma, los cuales
varian segun el estado de diferenciacién y maduracion celular. En la alpaca se demostré mediante
la técnica de PAS-AA la presencia de glicoconjugados 4cidos en duodeno en la etapa fetal, para
luego pasar a glicoconjugados neutros que se observan hasta los 15 dias de edad. En ciego y colon,
la presencia de glicoconjugados en el citoplasma de los enterocitos del epitelio superficial se
observa después del nacimiento y son principalmente neutros con presencia de algunas células
con glicoconjugados dcidos en ciego, colon ascendente y colon transverso. Ademads, en colon
descendente se pudo observar presencia leve de glicoconjugados dcidos en enterocitos de las
criptas. Galotta (2006), report6 en cerdos, equinos y conejos la presencia de mucinas neutras en

el citoplasma de los enterocitos de yeyuno, ileon y colon.

Mediante LHQ, con el uso de lectinas se marcaron los glicoconjugados presentes en el
citoplasma de los enterocitos de la alpaca. Con la lectina RCA-1 se identificé la presencia de D-
galactosa en todas las porciones intestinales en todas las edades, similar a lo encontrado en
duodeno de humanos, mono Rhesus, perro y gato (Skutelsky er al, 1989) y diferente de lo
encontrado en cerdos (Galotta, 2006), conejos (Zanuzzi et al., 2010) y equinos (Galotta, 2006).
Con la lectina DBA se identific6 o N-acetilgalactosamina, en todas las porciones y edades, este
resultado difiere del encontrado en conejos por Zanuzzi et al. (2010) que no encontraron
marcacién en ningin segmento y por Galotta (2006) que solo la hall6 en yeyuno; del mismo modo
Skutelsky et al. (1989) no encontraron marcacién en duodeno de perros, gatos, humano y mono
Rhesus. Galotta (2006) encontrd en equinos marcacién en yeyuno y colon y en cerdos en ileon y

colon, y Massone et al. (1991) la hallaron en el ileon de bovinos

La lectina SBA se utiliz6 para identificar o> N-acetilgalactosamina, la cual se encontrd
en el citoplasma de todos los enterocitos de intestino delgado y grueso desde la etapa fetal hasta
la adultez; de manera similar a lo encontrado en equinos y cerdos por Galotta (2006), en el ileon
de bovinos por Massone et al. (1991), en duodeno de gatos por Skutelsky ef al. (1989); pero en
discrepancia con lo descrito en conejos por Zanuzzi et al. (2010) quien encontrd marcacién solo

en colon.

La presencia de N-acetilglucosamina fue identificada con la lectina WGA, esta lectina
también tuvo una marcacién entre moderada a fuerte en el citoplasma de los enterocitos en todas

las edades y porciones; de manera similar a lo descrito en cerdos, equinos y conejos por Galotta
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(2006) y en duodeno de gatos, perros, mono Rhesus y humanos por Skutelsky et al. (1989), pero
discrepando con lo publicado por Zanuzzi et al. (2010) quienes no encontraron marcacioén en
intestino delgado y colon de conejos y por Massone y col. (1991) que observaron marcacién leve

en el ileon de bovinos.

La lectina Con A, fue positiva en el citoplasma de los de todas las porciones en las
diferentes edades de manera similar a lo encontrado en conejos adultos, cerdos (Galotta, 2006;
Zanuzzi et al., 2010), bovinos (Massone ef al., 1991), en duodeno de perros, gatos, humanos y
monos Rhesus (Skutelsky et al. (1989), pero diferente a lo hallado en equinos donde Galotta

(2006) no encontrdé marcacién en colon.

Con la lectina PNA se identific6 D-galactosa B3 N-acetilgalactosamina en enterocitos de
intestino delgado y grueso desde la etapa fetal, principalmente en vellosidades y epitelio
superficial. Esta marcacion fue similar en {leon de bovinos (Massone ef al., 1991) y diferente en
conejos (Zanuzzi et al., 2010), perros, gatos, humanos y monos Rhesus (Skutelsky et al., 1989)
donde no se ha descrito marcacién con la lectina PNA. Galotta (2006) demostré marcacién en

colon de equinos e ileon y colon de cerdos.

La lectina GSL-1 se utiliz6 para identificar o D-galactosa, o N-acetilgalactosamina en el
citoplasma de los enterocitos de alpacas. Se observé marcacién en algunas células desde muy
temprana edad tanto en intestino delgado y grueso, no observandose positividad alrededor del
nacimiento; pero volviendo a observarse en crias y adultos en todas las porciones intestinales. En
animales adultos se observé marcacién en todas las células en ileon, ciego y colon, mientras que
en yeyuno se observo solo en algunas células, lo cual es similar a lo observado por Massone et

al. (1991) en ileon de bovinos adultos.

La identificacion de o L-fucosa en el citoplasma de los enterocitos se realizé con la lectina
UEA-1, encontrdndose en todas las porciones tanto en crias como en adultos, a excepcién del
colon transverso. Esto difiere a lo encontrado en intestino delgado y colon de conejos (Zanuzzi et
al., 2010) y equinos (Galotta, 2006), y en el ileon de bovinos (Massone et al., 1991), donde no se
encontré marcacién en animales adultos. En cambio, en cerdos adultos, Galotta (2006) demostré
marcacién en fleon y colon y Skutelsky et al. (1989) encontré marcacién en duodeno de perros y

gatos.

La L-fucosa estd relacionada a la proliferacion de muchas bacterias patégenas, quienes
utilizan los productos del catabolismo enzimdtico de la fucosa para su nutricién; los medios ricos

en fucosa son lugares adecuados para la proliferacion de estas bacterias (Stahl et al., 2011;
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Pacheco y Sperandio, 2015). Pero también especies comensales utilizan la fucosa como fuente de
energia (Pacheco y Sperandio, 2015; Pickard y Chervonsky, 2015); por ejemplo, Bacteroides
fragilis, acumula residuos de fucosa en sus glicanos de superficie para obtener una ventaja
competitiva en la colonizaciéon en el intestino (Coyne et al., 2005; Fletcher et al., 2011). Los
lactobacilos también producen glicoconjugados fucosilados, por ejemplo, Tytgat et al. (2016)
demostrd que los pili SpaCBA de L. rhamnosus GG se encuentran glicosiladas, ademas Sun et

al. (2015) encontraron fucosiltransferasas en los genomas de L. gasseri y L. delbrueckii.

La fucosa es un componente abundante de los glicanos que se unen a proteians y lipidos
especialmente en la superficie luminal de las células epiteliales y en las secreciones mucosas. La
fucosilacion de las células epiteliales ocurre en el humano y el raton, principalmente, por la
fucosiltransferasa 2, mientras que la fucosiltransferasa 1 estd restringida a células M (Sakamoto et
al., 1989; Hurd et al., 2005; Terahara et al., 2011). La fucosiltransferasa 8 es importante en la
fucosilacién de los N glicanos de la superficie de las glicoproteinas (Miyoshi et al., 1999;
Calderon et al., 2016). Por lo tanto, la presencia de carbohidratos fucosilados en las células
epiteliales intestinales crea un medio ambiente adecuado para bacterias comensales y patégenas.
A partir de nuestros resultados se demuestra que esta fucosilacion sucede en las alpacas desde
muy temprana edad, lo que se puede relacionar con la susceptibilidad para desarrollar cuadros
entéricos. Hao et al., (2020), demostré en ratones que expresan FUT8, que la infecciéon por S.
Typhi incrementa la fucosilacién del nicleo de las células epiteliales intestinales. Sin embargo,
también se incrementa la cantidad de microorganismos benéficos como Lactobaillus y

Akkermansia spp., considerando este aumento como un mecanismo de control.

Con las lectinas PHA-E y PHA-L se identificaron estructuras complejas como D-
galactosa 4 N-acetilglucosamina B6 (N-acetilglucosamina 2 manosa a3) manosa a3 con la
primera y D-galactosa f4 N-acetilglucosamina 2 manosa a6 (N-acetilglucosamina 4) (N-
acetilglucosamina 4 manosa 03) manosa 4 con la segunda. La positividad de la lectina PHA-E
se observé principalmente en ileon y ciego después de los 8 dias post nacimiento y con la lectina

PHA-L se observd marcacion desde la aparicion de los ejes cripta vellosidad en la etapa fetal.

En la etapa postnatal, la glicosilacion del epitelio intestinal juega un rol importante en los
procesos de adhesion bacteriana y en el mantenimiento de la homeostasis intestinal. En lechones
infectados con E. coli enterotoxigénica 09.K103:NM, 977P+ ST+, Sohn y Chae (2000)
encontraron que en el glicocalix de los enterocitos de los animales infectados se incrementa la
presencia de B N acetilglucosamina, o-manosa y aD glucosa, que fueron marcados con las
lectinas WGA, Con A y PSA. La similitud encontrada en el patrén de unién a lectinas en las
alpacas, podria relacionarse con la susceptibilidad que tienen estos animales a infecciones con E.

coli.
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8.2.2 Células caliciformes (CCAL)

Las CCAL son una de las principales células de defensa del epitelio intestinal, tienen
como funcidn principal la secrecién de mucina y crear una capa protectora de moco (Birchenough
et al., 2015; Dao y Lee, 2020). La forma de las CCAL en la alpaca es de copa, igual a lo descrito
en otras especies (Ross, 2015), esta forma estd dada por una citoarquitectura compleja y por la

presencia de granulos de mucina ubicados en su citoplasma (Barker, 2014).

Las CCAL distribuyen en todo el intestino, desde el duodeno hasta el recto, siguiendo un
patrén similar al previamente descrito en alpacas adultas, (Montalvo, 1966), y en otros mamiferos
como ratones y humanos (Ross, 2015; Stanford et al., 2020). En la alpaca, las CCAL se ubicaron
inicialmente en la zona media apical de las evaginaciones, para luego, a partir de la organizacién
de los ejes cripta-vellosidad, ubicarse principalmente en el zona media y basal de las vellosidades,
en la zona apical de las criptas del intestino delgado y en la zona media basal de las criptas del
intestino grueso, igual que en otros mamiferos como vizcacha (Tano de la Hoz ef al., 2019),

equinos, conejo (Galotta et al., 2009) y cerdo (Lv et al., 2018).

La aparicion de las CCAL en el epitelio intestinal de la alpaca ocurre en el primer tercio
de gestacién. A los 56 dias, se observaron células croméfobas de forma globosa con ntcleos
basales, distribuidas en el epitelio de las diferentes porciones intestinales, y hacia los 80 dias de
gestacion estas células se observaron diferenciadas con la forma tipica de CCAL. Este resultado
es similar al encontrado en bovinos hacia los 90 dias de gestacion (Asari et al., 1986; Asari et al.,
1987), cerdos a los 40 dias de gestacion (Dekaney et al., 1997; Oliveira et al., 2017), coipu a los
105 dias de gestacion (Tano de la Hoz et al., 2016) y humanos entre la novena y décima semana
de gestacion (Moxey y Trier, 1978). En cambio, en ratas aparecen al final de la gestacion (entre
los 18 y 19 dias) (Neutra et al., 1984; Colony y Specian, 1987), muy probablemente esta
diferencia se explique por la corta gestacion y el estado de inmadurez al nacimiento que poseen

los muridos.

En intestino grueso hay un incremento significativo del nimero de CCAL entre el primer
y tercer tercio de gestacion, que hace imposible el conteo celular, que en consecuencia solamente
se realizé en el intestino delgado. En el momento del nacimiento se observé mayor nimero de
CCAL en duodeno y menor en ileon. Pero posteriormente, en este dltimo segmento ocurrié un
incremento progresivo hasta la edad adulta, y se convirtié en la porcién con mayor nimero de
CCAL. Estos resultados son similares a lo encontrado en distintos mamiferos como lechones de
23 dias de edad (Oliveira et al., 2017), cabras adultas (Zhou et al., 2020b) y roedores insectivoros
de Africa (Acomys spinosissimus, Crocidura cyanea, Amblysomus hottentotus) (Boonzaier et al.,

2013), en donde se encontré mayor nimero de CCAL en ileon en comparacién al duodeno en
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estas especies. Las variaciones en el nimero de CCAL estarfan influenciados por factores como
el tipo de alimento, los cambios en la microbiota (Kim y Ho, 2010; Yan et al, 2018) y el
incremento de toxinas bacterianas (Engevik et al., 2019). Ademads, estdn relacionadas con las

funciones que cumplen las CCAL en cada porcién intestinal.

Existen diferentes tipos de CCAL, que se diferencian segtin el contenido de los granulos
citoplasmaticos, que estdn relacionados a la funcién que cumplen segiin ubicacidn en el eje cripta
vellosidad; por ejemplo las CCAL de las vellosidades tienen una biosintesis y secrecién de mucina
mds rdpida en comparacién a las CCAL de las criptas, debido a la exposicién a diferentes
condiciones, como cambios en el pH, a las que estdn sometidas las vellosidades (Johansson,

2012).

En alpacas, desde el primer tercio de gestacion, se identificaron diferentes tipos de CCAL
en la misma porcidn intestinal y con variaciones por porciones intestinales y edades. En el
intestino delgado se observaron CCAL con glicoconjugados neutros, acidos y de contenido mixto,
tanto en fetos como en crias: Este resultado es similar al encontrado en intestino delgado de cabras
blancas Huang-huai (Zhou et al., 2020b), roedores insectivoros de Africa (Acomys spinosissimus,
Crocidura cyanea, Amblysomus hottentotus) (Boonzaier et al., 2013), conejos (Sheahan y Jervis,
1976) y roedores de Arabia Saudita (Acomys dimidiatus, Meriones rex, Meriones libycus)
(Johnson et al., 2016). En adultos todas las CCAL presentaron glicoconjugados 4cidos, similar a
lo descrito en elefantes adultos (Loxodonta africana) (Kotzé y Coetzee 1994), y a diferencia de
lo descrito en ratones, hdmster, gerbos (Meriones unguiculatus), cobayos, gatos y monos Rhesus
adultos quienes presentan glicoconjugados mixtos con predominio de glicoconjugados dcidos; del
mismo modo difiere de ratas, perros, babuinos (Simia hamadryas) y humanos, donde existen

glicoconjugados mixtos con predominio de neutros en las CCAL (Sheahan y Jervis, 1976).

En ciego, colon ascendente y transverso, durante la etapa fetal, se observaron CCAL con
glicoconjugados 4cidos, neutros y mixtos, un resultado similar al encontrado en los roedores
Acomys dimidiatus, Meriones rex y Meriones libycus adultos (Johnson et al., 2016). En crias se
encontraron células con glicoconjugados 4cidos y de contenido mixto y en adultos solo con
glicoconjugados 4cidos. Los resultados encontrados en crias son similares a los encontrados en
CCAL de ciego y colon proximal de ratones, hamsters, cobayos, conejos, gatos, perros, monos
Rhesus, humanos, gerbos y conejos adultos y en colon proximal de conejo y babuino (Sheahan y
Jervis, 1976). Pero en cambio, difiere a lo descrito en colon de elefante (Loxodanta africana)
(Kotzé y Coetzee 1994) y ciego de conejo y babuino (Sheahan y Jervis, 1976) donde hay

predominio de glicoconjugados neutros.
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En colon descendente se observé desde la etapa fetal hasta las crias la presencia de CCAL
con glicoconjugados 4cidos, neutros, mientras que en adultos se encontraron solo glicoconjugados
acido. Este resultado fue similar al encontrado en elefantes africanos (Kotzé y Coetzee 1994),
roedores Acomys dimidiatus, Meriones rex, Meriones libycus adultos (Johnson et al., 2016), raton,
rata, hamster, cobayo, conejos, gatos, perros, monos Rhesus, gerbo y humanos (Sheahan y Jervis,

1976).

En el citoplasma de las CCAL de alpacas se observo la presencia de o N-
acetilgalactosamina que fue reconocida por la lectina DBA. Esta lectina tuvo una afinidad entre
leve a moderada desde el primer tercio de gestacién en colon, y moderada a fuerte desde el
segundo tercio de gestacion en el resto de las porciones. La marcacion fue mds intensa en intestino
delgado, ciego y colon ascendente. Estos resultados son similares a los hallados en bovinos
adultos, por Massone et al. (1991) quienes encontraron marcacion fuerte con la lectina DBA en
CCAL de ileon, mientras que en conejos (Takeuchi et al., 2007; Galotta et al., 2009, Zanuzzi et
al., 2010) y equinos (Galotta et al., 2009) hay marcacién en intestino delgado y colon. Las
investigaciones realizadas en cerdos han tenido resultados variables, Chae y Lee (1995) no
encontraron marcacion de CCAL en yeyuno e ileon de lechones entre 1 a 4 semanas de vida, al
igual que Choi et al. (2003) en lechones de 27 dias. En cambio, en conejos adultos Galotta et al.
(2009) encontraron marcacién leve en intestino delgado y ausencia de marcacién en colon, este

ultimo resultado es similar al encontrado por Barresi et al. (1988) en nifios.

Con la lectina RCA-1 se identificé D-galactosa en CCAL en intestino delgado y ciego
desde el segundo tercio de gestacién y desde el primer tercio de gestacion en el colon. La
marcacién con esta lectina fue moderada en intestino delgado, ciego y colon ascendente y leve en
colon transverso y descendente, lo cual es similar a conejos (Takeuchi et al., 2007; Galotta et al.,
2009, Zanuzzi et al., 2010); humanos (Fischer et al., 1984), cerdos crias y adultos (Chae y Lee,
1995; Choi et al., 2003; George et al., 2007; Galotta et al., 2009) y difiere de caballos, donde
Galotta et al. (2009) describieron marcacién fuerte en yeyuno, moderado en ileon y marcacién

irregular en colon.

Con la lectina GSL-1 se identificaron o D-galactosa y a N-acetilgalactosamina en el
citoplasma de las CCAL de alpaca, encontrdindose marcacion fuerte en el intestino delgado y
colon ascendente en los fetos del primer tercio y la primera mitad del segundo tercio de gestacidn.
En la etapa postnatal desde el nacimiento se observa positividad en colon transverso y colon
descendente; mientras que en yeyuno, ileon, ciego y colon ascendente aparece en edades
posteriores. El duodeno fue negativo en todas las edades, y el colon transverso y descendente en

los adultos. La marcacién leve y variable en ileon de animales adultos es similar a lo observado
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por Massone et al. (1991) en bovinos adultos, mientras que en cerdos gnotobidticos de 21 dias de

edad, George et al. (2007) describieron marcacién moderada en ileon.

La presencia de o manosa, aD-glucosa en el citoplasma de las CCAL de alpacas se
identific6 con 3 lectinas, PSA, LCA y Con A. Se observé en todas las porciones intestinales una
fuerte marcacion en la etapa fetal con las lectinas PSA y LCA. Con la lectina PSA se encontré
marcacion variable entre leve a moderado en algunas células de duodeno y colon descendente en
las diferentes edades de crias y en todas las porciones intestinales de adultos. Estos resultados se
diferencian de lo descrito en intestino delgado lechones en crecimiento, donde Choi et al. (2003)
y George et al. (2007) describieron marcacién leve con las lectinas PSA, LCA mientras que Chae
y Lee (1995), encontraron unién leve con la lectina LCA en la primera y cuarta semana de vida y
moderada en la segunda y tercera semana de vida lo cual demuestra que se producen cambios con
la edad del animal, que puede estar influenciado por diferente factores como alimento y cambios

en la microbiota.

Con la lectina Con A no se encontré marcacion de citoplasma de CCAL. Estos resultados
con la lectina Con A, son similares a lo encontrado en ileon de bovinos (Massone et al., 1991),
intestino delgado y colon de caballos, cerdos y conejos adultos (Galotta et al., 2009). En cambio,
difiere a lo hallado en lechones de entre 1 y 4 semanas, donde Chae y Lee (1995), Choi et al.
(2003) y George et al. (2007) encontraron marcacion leve en yeyuno e ileon. La afinidad se
extiende a organismos filogenéticamente muy diferentes, como la serpiente de collar (Natryx
natryx) donde Scillitani et al. (2012) encontraron un resultado similar. En cambio, Zanuzzi et al.
(2010) y Takeuchi et al. (2007) en conejos, no encontraron marcacion en las CCAL del intestino

delgado, pero si en las de colon.

Otro de los residuos de azicares estudiados fue la o> N-acetilgalactosamina, que se
identific6 mediante el uso de la lectina SBA. Se observé desde el primer tercio de gestacion
positividad en ciego, colon ascendente y colon descendente. En cambio, en el resto de porciones
se encontré marcacién a partir del segundo tercio de gestacion, principalmente se observé
marcacién moderada en casi todas las edades y porciones con excepcion de colon ascendente y
descendente, donde no se observé marcacién entre fetos de tercer tercio de gestaciéon y en los
primeros dias de vida. Estos resultados son similares a los encontrados en {leon de bovinos adultos
(Massone et al., 1991), intestino delgado de conejos adultos (Takeuchi et al., 2007; Galotta et al.,
2009, Zanuzzi et al., 2010), caballos (Galotta et al., 2009), cerdos adultos y lechones (Choi et al.,
2003; 2007; Galotta et al., 2009) donde hay marcacién entre leve a moderada; y difiere a ileon de
lechones gnotobidticos que presentan marcacion fuerte (George et al., 2007), a intestino grueso

de serpiente de collar (Natryx natryx) donde hay marcacién variable (Scillitani ef al., 2012) y a
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lechones entre 1 a 4 semanas de vida donde en las primeras semanas se observa marcacién que

luego desaparece (Chae y Lee, 1995).

Con las lectinas WGA y SWGA, se estudid la presencia de N-acetilglucosamina en el
citoplasma de las CCAL de alpacas. Con la lectina WGA, se encontré6 marcacién en colon
ascendente y descendente desde el primer tercio de gestacion; mientras que en intestino delgado
y ciego la positividad se manifest6 desde el segundo tercio de gestacidn y en el colon trasverso a
partir 8 dias post nacimiento. Asi mismo, en yeyuno de crias solo se observo positividad entre los
8 a 21 dias de edad siendo esta leve. En duodeno y colon descendente en todas las edades, yeyuno
de fetos e ileon de adultos la marcacién fue moderada principalmente mientras que en el resto de
porciones y edades fue leve. Estos resultados son similares a ileon de bovinos adultos (Massone
et al., 1991), intestino delgado de caballos (Galotta et al., 2009) y conejos (Takeuchi et al., 2007,
Zanuzzi et al., 2010), intestino delgado y grueso de cerdos de diferentes edades (Chae y Lee 1995;
Choi et al., 2003; George et al., 2007; Galotta et al., 2009) y serpiente de collar (Scillitani et al.,
2012); mientras que en humanos Fischer et al. (1984) y Barresi et al. (1988) encontraron

marcacién entre leve a fuerte en colon de nifios y moderado en los de adultos.

En cambio con la lectina SWGA se encontré marcacién de forma muy variable, no
observandose marcacion en {leon en ninguna edad, y en las otras porciones a partir del dltimo
tercio de gestacion (yeyuno y ciego) o a diferentes edades en crias, similar a lo reportado por Chae
y Lee (1995) y Choi et al. (2003) en lechones, quienes no encontraron marcacion en fleon y
diferente a lo reportado en conejos japoneses adultos por Takeuchi et al. (2007) quienes

encontraron marcacién en todas las porciones del intestino delgado.

Con la lectina SJA se identifico, desde el nacimiento, B N-acetilgalactosamina en el
citoplasma de las CCAL, de algunas células del colon descendente. Mientras que en las otras
porciones de intestino grueso se observd solamente en algunas edades y de forma variable. En
intestino delgado se observé solo en algunas edades como en yeyuno de crias de 16 a 21 dias y
de 37 a 45 dias, este resultado es similar a lo descrito en yeyuno e fleon de lechones de 14, 27 y
21 dias de edad por Chae y Lee (1995), Choi et al. (2003) y George et al. (2007) respectivamente.
En adultos no se observé marcacién en intestino delgado, a diferencia de lo que ocurre en conejos

adultos donde hay marcaciéon moderada (Takeuchi et al., 2007).

Con la lectina UEA-1 se identificé la o L-fucosa, observandose positividad desde la etapa
fetal en intestino delgado, ciego, colon ascendente y colon descendente, en colon transverso se
observé marcacion a partir del tercer tercio de gestacion hasta crias de 21 dias. En duodeno se

observd marcacion hasta los 15 dias de edad y en crias de 35 a 45 dias y adultos, en yeyuno no se
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desde el nacimiento y en ileon se observd marcacion hasta los 15 dias de edad. Estos resultados
son similares a duodeno de cerdos adultos (Galotta et al., 2009), yeyuno e ileon de conejos adultos
(Takeuchi et al., 2007), y a ileon de lechones de 1 a 4 semanas donde existen cambios en la
marcacién que pasa de fuerte a débil conforme avanza la edad (Chae y Lee, 1995). De manera
similar a lo encontrado en el cerdo, en ileon de alpacas existen cambios del patrén de marcacion
relacionados con la edad del animal. Los resultados encontrados en la alpaca difieren de lo
descrito en yeyuno e ileon de lechones de 21 y 27 dias (Choi et al., 2003; George et al., 2007),
caballos adultos (Galotta et al., 2009), ileon de conejos adultos (Galotta et al., 2009 y Zanuzzi et

al., 2010) y de bovinos (Massone et al., 1991); en estos casos la marcacién es de leve a moderada.

En intestino grueso, con la lectina UEA-1 se observé marcacion en ciego desde el segundo
hasta el tercer tercio de gestacion y a partir de los 8 dias de edad. En colon ascendente desde el
primer tercio de gestacion hasta los 21 dias de edad y en crias de 28 a 36 dias. En colon transverso
se observo positividad desde el tercer tercio de gestacion hasta los 21 dias, mientras que colon
descendente desde el primer tercio de gestacion hasta los 27 dias de edad. Estos resultados son
diferentes a los encontrados en colon de cerdos adultos y colon de conejos adultos neozelandeses
que presentan positividad entre leve y moderado y similar. En cambio, coinciden con lo descrito
en caballos y conejos japoneses adultos (Galotta et al., 2009; Zanuzzi et al., 2010), en los que no

se detecté marcacion (Takeuchi et al., 2007).

D-Galactosa B3 N-Acetilgalactosamina que fue estudiada con la lectina PNA, no se
observé en el contenido de las CCAL, al igual que lo reportado en conejos adultos (Galotta et al.,
2009), bovinos adultos (Massone et al., 1991) y lechones entre 1 a 4 semanas de edad (Chae y
Lee, 1995; Choi et al., 2003, George et al., 2007). En equinos adultos, Galotta et al. (2009)
reportaron marcacién de CCAL en yeyuno, del mismo modo Zanuzzi et al. (2010) reportaron
algunas células marcadas en duodeno y yeyuno de conejos neozelandeses, mientras que Takeuchi
et al. (2007) reportaron marcacién moderada en todas las porciones intestinales de conejos
japoneses. Scillitani ef al. (2012) describieron en la serpiente de collar (Natryx natryx) que no hay

marcacién en CCAL de intestino delgado, pero si en las de colon.

Las CCAL de fetos de alpacas mostraron alto contenido en sus granulos de glicanos con
estructuras complejas Galp4GlcNAcB2Mana6 (GlcNAcB4) (GleNAcB4Mano3) Manf4 1, las
cuales fueron reconocidas con la lectina PHA-E. En la etapa postnatal solo se observé marcacioén
moderada en el duodeno de recién nacidos y entre leve y moderada en crias de 16 a 27 dias. No
se observé marcacion en el resto de las porciones; un resultado similar fue encontrado en conejos
japoneses adultos (Takeuchi et al., 2007), en cambio en lechones, Choi ef al. (2003) encontraron

marcacién leve de las CCAL en el yeyuno a los 27 dias de edad y George et al. (2007) marcacion
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moderada en las CCAL del ileon de lechones gnotobidticos de 21 dias. Chae y Lee (1995) en un
estudio en lechones en crecimiento, entre 1 a 4 semanas de vida, encontraron cambios en la
marcacién siendo fuerte en animales de 1 semana, pasando a moderado en animales de 2 semanas

y a leve en animales de 4 semanas.

Diversos estudios han demostrado que la distribucién y sintesis de glicoconjugados
durante el desarrollo del epitelio intestinal, la distribucién de CCAL, asi como el patrén de
glicosilaciéon de estas varfan espacialmente y temporalmente en respuesta a cambios
morfolégicos, fisioldgicos y patolégicos (Morrissey y Tymvios, 1978; Deplancke y Gaskins,
2001; Kavanaugh et al., 2015; Verhelst et al., 2020). La expresion, glicosilacion y estructuracion
de las mucinas, asi como la composicién del mucus, viscosidad, grosor y penetrabilidad pueden
cambiar en respuesta a factores del hospedero o a factores externos como la microbiota, agentes
patégenos, pre/probidticos, dieta, aditivos y contaminantes en el alimento y antibi6ticos, lo cual
demuestra que la regulacion de la barrera mucosa es muy compleja (Choi et al., 2003; Kim y Ho,
2010; Johansson y Hansson, 2016; Etienne-Mesmin et al., 2019; Laudisi et al, 2019). Estas
variaciones se manifiestan en diferencias en el patrén de glicosilacién que se traducen en las
variaciones en la afinidad por distintas lectinas que se encuentran en las distintas edades, en las
diferentes regiones intestinales y entre especies. Estas variaciones habfan sido encontradas
previamente en otras especies (Galotta et al., 2009) y se confirman para la alpaca en la presente
tesis, demostrando que en la alpaca existe variabilidad de glicoconjugados desde edades

tempranas de la ontogenia.

8.2.3 Células de Paneth (CP)

La CP de la alpaca se localizaron en el mismo sector de las criptas del intestino delgado
que en otros mamiferos (Nolte et al., 2005; Zanuzzi et al., 2008; Vasquez et al., 2014), incluidos
otros miembros de la familia Camelidae (Abdel-Magied y Taha, 1995). Se encontraron en todas
las porciones del intestino delgado desde los 293 dias de gestacion. En ciego y colon ascendente
se observaron algunas células con caracteristicas de CP en la etapa fetal, pero no se observaron

en la etapa posnatal.

La morfologia de las CP ha sido descrita en ratas (Behnke y Moe, 1964; Sundstrom y
Helander, 1980), cobayos (Satoh et al., 1990; Vasquez et al., 2014), ratones (Trier et al., 1967;
Satoh et al., 1992), conejos (Zanuzzi et al., 2008), caballos (Takehana et al., 1998), ovejas (Ergiin
et al., 2003) y humanos (Rodning et al., 1976; Ehrmann et al., 1990), entre otros mamiferos. En
todas estas especies, los CP son piramidales con granulos ficilmente reconocibles mediante

técnicas tradicionales como H-E, safranina y tricrdmicos de Masson y Gémori. En alpacas, las
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CP presentaron dos formas distintas: piramidal alargada y columnar alta. Estas células poseen
granulos eosinofilicos en la zona apical del citoplasma que no se pueden diferenciar claramente
con técnicas tradicionales como H-E o PAS-AA. Con las coloraciones tricromico de Masson y
floxina tartrazina se pudieron identificar con mayor facilidad de color rojo intenso los granulos

caracteristicos de la CP.

La ubicacién de las CP en la alpaca, asi como en las demas especies animales es en la
base de la cripta junto a las células madre, de las cuales se originan (Potten ef al., 1974; Basak et
al., 2014) y con las que mantiene una interaccion cercana para la regulacion de las mismas a
través de vias de sefializacion y factores de crecimiento (Van Der Flier et al., 2009; Gerbe et al.,
2011; Bohin et al.,, 2020). Las CP poseen funcién de proteccion través de la secrecion de
defensinas, lisozimas, fosfolipasa A2 al lumen intestinal (Elphick y Mahida, 2005). Se ubican
cerca de la ldmina propia, que poseen capilares sanguineos, células estromales subepiteliales y
fibras nerviosas, esta ubicacidn favorece la funcién exocrina de la CP por incremento del flujo
sanguineo en la zona, y por la presencia de factores endocrinos, paracrinos, y neurotransmisores

(Mantani et al., 2018).

Las CP en fetos de alpacas, crias y adultos fueron positivas a la deteccién de lisozima
mediante inmunohistoquimica, este es un marcador confiable y ampliamente usado para la
identificacion de CP en diferentes especies como caballos (Takehana et al, 1998; Masty y
Stradley, 1991), ratones (Peeters y Vantrappen, 1975), conejos (Zanuzzi et al., 2008), cobayos
(Vasquez et al., 2014) y humanos (Erlandesen et al., 1974). Adicionalmente, la falta de
inmunoreactividad positiva a PCNA confirmé que las células identificadas son CP, debido a que
estas pertenecen a la poblacién epitelial estable, diferencidndolos del resto de células en

proliferacion presentes en la cripta.

En el presente estudio se observé que los granulos de las CP de alpacas tienen marcacién
fuerte con la lectina SBA, marcacién leve con la lectina Con A y marcaciéon moderada con la
lectina PNA, lo que nos hace sugerir que los grdnulos de las CP de las alpacas contienen residuos
de carbohidratos como a-B-N acetilgalactosamina, o manosa, a-D glucosa y D galactosa f3 N-
acetilgalactosamina, lo cual difiere a lo reportado por Zanuzzi et al. (2008) y Martinez et al.
(2009) quienes estudiaron el patrén de unidn a lectinas de los granulos de las CP en conejos y
ratas, respectivamente. Estos autores identificaron que las lectinas DBA, SBA y WGA presentan
afinidad por los granulos de las CP con intensidad variable, lo que indica la presencia de residuos
de carbohidratos, como N-acetil-glucosamina, dcido N-acetilneuraminico, a-N
acetilgalactosamina y a-B-N acetilgalactosamina. Por el contrario, en humanos y ratones los

granulos pueden ser marcados por UEA-1, lectina que identifica o fucosa. Se demuestra entonces
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que los granulos de las CP poseen glicoconjugados con diferente composicion de glicanos segtin

la especie.

La diferenciacion temprana de las CP puede relacionarse con su participacion activa en
los mecanismos de defensa intestinal durante la lactancia, para proteger a los recién nacidos contra
enfermedades entéricas infecciosas, principal causa de mortalidad perinatal en alpacas (Rosadio
et al., 2012). En cuanto a su tamafio tanto el eje mayor, como el eje menor y el drea, fueron
superiores a los hallados en conejos (Zanuzzi et al., 2008) y similares a los determinados a
cobayos (Vésquez et al., 2014). En la alpaca se encontré drea celular entre 88 a 202 um?, eje
mayor entre 15 a 23 pm y eje menor entre 5 a 9 um desde la etapa fetal hasta adultos. Estos
valores se diferencian del conejo adulto donde el drea descrita estd en 77 um?, eje mayor de 12
um y eje menor de 7 um (Zanuzzi et al., 2008). En el caso de cuyes Vasquez et al. (2014)
describieron CP con dreas comprendidas entre 100 a 200 um?, eje mayor entre 13 a 21 um y eje

menor de 7 a 12 pm.

Para determinar y comparar el nimero de CP, analizamos las células positivas al
anticuerpo lisozima y las comparamos en las diferentes etapas de desarrollo. Aunque el uso de
este método puede subestimar el nimero total final, fue la técnica mds apropiada para distinguirlas
en la alpaca, debido a las caracteristicas propias de estas células, menos evidenciables con las
técnicas convencionales que en otros mamiferos. Las células positivas a lisozima se organizaron
en pequefios grupos (2-3) o se encontraron dispersas entre otras células de la base de las criptas
en todas las porciones de intestino delgado a partir del dia 293 de gestacién. La presencia de CP
en la etapa fetal también ha sido descrita en humanos por Rumbo y Schiffrin (2005) y Kamdasamy
et al. (2014) desde las 13.5 semanas de gestacion, con un incremento significativo a partir de la
semana 23 de gestacion (Mallow et al., 1996; Stanford et al., 2020, Heida et al., 2016), en
contraste a especies altriciales, como los ratones, donde estas células aparecen a partir del dia 7
después del nacimiento (Bry et al., 1994). En cerdos y bovinos no han sido descritas CP en la
etapa fetal a pesar de que las criptas se desarrollan en la etapa fetal (Doughri et al., 1972; Dekaney
etal., 1997). Las variaciones en el momento de la diferenciacidon no podrian relacionarse entonces

con la caracteristica altricial-precocial de la especie.

En el presente trabajo encontramos que el niimero de CP aument6 después del nacimiento
hasta la edad adulta, siendo en yeyuno e ileon, donde se observa el mayor incremento. El fleon es
la porcién con mayor densidad de CP en adultos; al igual que ocurre en ratas y cobayos donde el
nimero de CP aumenta de forma progresiva de duodeno a fleon después del nacimiento (Behnke
y Moe, 1964; Viasquez et al., 2014). A diferencia de lo observado en esta tesis, en un estudio

realizado por Lira y et al. (2012) crias de alpacas de entre 0 y 21 dias de edad no se encontraron
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diferencias entre porciones intestinales y edades, quizds debido al nimero reducido de animales
y edades comprendidas en el estudio. En humanos el mayor nimero de CP ha sido descrito en
duodeno e fleon (Singh, 1971), en ratones en duodeno y yeyuno (Cheng et al., 1969) y en ovejas
adultas en yeyuno (Ergiin et al,, 2003). Todo lo antes mencionado nos demuestra que existen
diferencias especificas por especie y edad en la distribucién y nimero de CP en el intestino

delgado, que podrian relacionarse con las dietas o con diferencias en la microbiota.

Este aumento en el nimero de CP estaria asociado con una mayor expresion de péptidos
antimicrobianos, como las defensinas, detectados en el epitelio intestinal de alpacas jévenes entre
0 a 42 dias de edad (More et al., 2011) y relacionados con la susceptibilidad de estos animales a
desarrollar cuadros entéricos causadas por coccidias, E. coli y Clostridium sp. (Palacios et al.,
2004; Palacios et al., 2005; Rosadio et al., 2010). Por lo tanto, el menor nimero de CP encontrado
en el intestino de alpacas recién nacidas y crias en los primeros dias edad puede relacionarse con
la ocurrencia mds frecuente de enfermedades entéricas en comparacién con animales de mayor

edad.

En humanos y ratones ha sido descrito que cambios en la microbiota y exposicion a sus
componentes como lipopolisacaridos, acido lipoteico, lipido A, muramildipéptido y componentes
de la pared celular bacteriana principalmente al dipéptidomuramil de los peptidoglicanos
incrementan la actividad secretora de las CP. También, son inductores de su actividad algunos
cambios en el alimento y los estimulos colinérgicos (Ayabe et al., 2000; Inohara et al., 2003;
Kelly et al., 2004; Elphick y Mahida 2005; Keshav, 2006). En cambio, la deficiencia de zinc
disminuye la diferenciaciéon de CP y el contenido de los granulos secretores (Giblin et al., 2006).

Estos mecanismos no han sido estudiados con profundidad en la alpaca.

8.2.4 Células Enteroendocrinas (CEE)

Las CEE cumplen un rol importante en la regulacion de la funcién del TGI, median la
quimiosensibilidad luminal (Reimann et al., 2012; Furness et al., 2013). En respuesta a estimulos
del medio ambiente intestinal, secretan péptidos que actdan sobre el sistema endocrino, nervioso
e inmunoldgico, codificando y modulando respuestas fisioldgicas adaptativas (Van Loy et al.,
2010; Nassel y Wegener, 2011). Estas células representan alrededor del 1% del epitelio intestinal
(Gribble y Reimann, 2017; Worthington et al., 2018). En la alpaca las CEE fueron las que se
observaron en menor frecuencia en comparacién con enterocitos, CCAL y CP. Fueron
identificadas desde el primer tercio de gestacion, lo que concuerda con lo descrito por Stanford et
al. (2020) en humanos y por Dekaney et al. (1997) y Wille y Winkler (1998) en bovinos y cerdos

que encontraron células productoras de serotonina desde la primera mitad del primer tercio de
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gestacion, lo que estaria relacionado con la induccién temprana de la motilidad del intestino en
desarrollo (Toofanian, 1984); y difiere de lo descrito por Ceccarelli et al. (1991) en ovinos que
observaron células productoras de serotonina, neurotensina en el segundo tercio de gestacién y lo
descrito por Upchurch et al. (1996) en ratones que encontraron células productoras de péptido
YY ainicios del tercer tercio de gestacién. La aparicion muy temprana de estas células en todas
las especies estudiadas (ain en las altriciales) podria relacionarse con la necesidad de que el

intestino esté preparado en el momento del nacimiento para poder realizar los procesos digestivos.

Las CEE en la alpaca se localizaron en las diferentes porciones intestinales, desde
duodeno hasta colon descendente. Dentro de cada segmento la ubicacién fue en la zona media-
basal de las vellosidades en el intestino delgado y en la zona media-basal de las criptas del
intestino grueso, de manera similar a lo encontrado en humanos, ovinos y ratones (Buffa et
al. 1978; Ceccarelli et al., 1991; Schonhoff et al., 2004; Sternini et al. 2008). Las CEE se
clasifican segtin la hormona que producen. En esta tesis se estudiaron en la alpaca 4 tipos de
células CEE: L, K, I y N, las cuales han sido descritas previamente en otros animales como
humanos, ratén, ratas, cobayos, cerdos (Polak et al., 1973; Eissele et al., 1992; Reimann et al.,
2008; Anglas et al., 2012; Habib et al., 2012; Haber et al, 2017). En intestino delgado se
encontraron los 4 tipos celulares, mientras que en intestino grueso solo células L y N, este
resultado cual confirma lo descrito por Buffa er al. (1978) quien observé en humanos que en el

intestino grueso existe menos diversidad de CE que en el intestino delgado.

Las CEE presentan vesiculas en su citoplasma, cuyo contenido puede ser estudiado
mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpos para marcadores generales como
cromogranina, sinaptofisina o identificando a la hormona que secreta el tipo celular (Varndell et
al., 1985; Weidenmann et al., 1986, Rindi et al., 2004). Esta dltima técnica fue empleada en el
presente trabajo para identificar los 4 tipos de CEE. Para las células L se utilizé anticuerpo anti
GLP-1, para las células K se utiliz6 anticuerpo anti GIP, para las células I se utiliz6 anticuerpo

anti CCK y para las células N anticuerpo anti neurotensina.

La primera poblacién de CEE identificada en la alpaca alrededor del dia 56 de gestacién
fue la célula L. Estudios realizados en humanos y conejos han demostrado que las células L
secretan una gran variedad de hormonas gastrointestinales, como GLP-1, GLP-2, glicentina,
oxintomodulina y péptido YY (Fiocca et al., 1987, Nilsson et al., 1991, Anini et al., 1999; Arora
et al., 2018) en respuesta a una variedad de productos de la digestion como carbohidratos,
proteinas y grasas (Elliott et al., 1993; Herrmann et al., 1995) y la microbiota (Arora et al., 2018).
Cumple un rol importante en los procesos de absorcion de nutrientes y homeostasis energética

(Fehmann y Habener, 1992, Mari et al., 2002; Sandoval et al., 2008, Vahl et al., 2010). En el
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presente estudio la identificacién de la célula L se realiz6 mediante la identificacién de su
producto GLP-1. La distribucién de las células L fue desde duodeno hasta colon descendente,
similar a lo encontrado por Cristina et al. (1978) y Sjolund et al. (1983) en humanos, Anglas et
al. (2012) en cobayos y Chimerel et al. (2014) en ratones. En alpacas, es el tipo de CEE estudiada
la més abundante tanto en intestino delgado como grueso. Las células L. se encontraron en un
nimero de entre 0 y 3 células por eje cripta vellosidad. El nimero fue mayor en el intestino
delgado a diferencia de lo encontrado por Baggio y Drucker (2007) en humanos, con una
poblacién méas numerosa de células L en ileon y colon. Estas diferencias probablemente se

relacionen con variaciones en el proceso digestivo de ambas especies.

El segundo tipo de CEE identificado en la alpaca fue la célula K, que produce GIP. Las
células K productoras de GIP fueron identificadas en duodeno y yeyuno de la alpaca y de otros
animales como porcinos (Bacarese-Hamilton er al, 1984), ovinos (Ceccarelli et al., 1991),
humanos (Buchan et al., 1978; Bacarese-Hamilton et al., 1984; Rindi et al, 2004) y ratas
(Gespach et al., 1979). Las células K se observaron en duodeno desde el dia 119 de gestacion y
en el yeyuno a partir de los 230 dias de gestacion. La presencia de células K desde la etapa fetal
ha sido descrito también por Gespach y col. (1979), quienes identificaron células K en ratas desde
el segundo tercio de gestacion, por Alumets et al. (1983) quienes describieron este tipo celular en
intestino delgado de cerdos desde la sexta semana de gestaciéon y por Ceccarelli et al. (1991)
quienes encontraron en fleon y colon de ovinos desde los 90 a 100 dias de gestacién. En alpacas,
se encontraron en un nimero de 0 a 1 células por eje cripta vellosidad, su ubicacion fue
principalmente en la zona basal de la vellosidad, a diferencia de la ubicacién apical en las
vellosidades descrita en ovinos (Ceccarelli et al., 1991). El nimero de células puede cambiar en
diferentes enfermedades por ejemplo Jorsal et al. (2018) encontraron que en humanos diabéticos

existen células K en colon, pero la densidad celular en el intestino delgado es menor.

El GIP es una incretina que estimula la liberacién de insulina pancredtica pospandrial y
juega un rol importante en la regulacién de la homeostasis de la glucosa (Creutzfeldt, 1979); es
coagonista de GLP-1 y participa en la regulacién del apetito (Jorsal et al., 2018). Estimula la
liberacion de glucagdn por las células o de pancreas en sujetos normales durante horas de ayuno
(Christensen et al., 2011), y al igual que el GLP-1 est4 relacionado con cuadros de hiperglucemia
(Dunning y Gerich, 2007; Campbell y Drucker, 2013), resistencia a la insulina y diabetes tipo 2
en humanos (Holst y Rosenkilde, 2020). En estos dltimos casos donde se observa pérdida de la
funcioén de los receptores de GIP en las células B del pancreas (Vilsbell ez al., 2003; El y Campbell,
2019).

294



La alpaca presenta una normoglucemia elevada desde la etapa fetal (Huaynates et al.,
2016), asi como resistencia a la insulina fisiol6gica desde el nacimiento (Esquerre et al., 1976,
Esquerre et al., 1979; Llerena, 1983). A partir de estas caracteristicas esperdbamos encontrar
diferencias en la distribucién y la cantidad de las células K y L con respecto a otras especies.
Especificamente, especuldbamos con la existencia de un mayor nimero de células K y un menor
nimero de células L, acompanado de cambios en la distribucién como ocurre en humanos
diabéticos (Jorsal et al., 2018). Sin embargo, estas células se distribuyen en la alpaca de manera
similar a como lo hacen en cerdos (Alumets et al., 1983), humanos (Sjolund et al., 1983; Rindi et
al., 2004; Baggio y Drucker, 2007), cobayos (Anglas et al., 2012) y ratones (Chimerel et al.,
2014). Por lo tanto los cambios en estas células no parecen encontrarse entre los mecanismos

involucrados en la elevada normoglucemia y la resistencia a la insulina que presenta la alpaca.

El tercer tipo en obsede CEE en observarse en el intestino de la alpaca durante el
desarrollo del TGI fue la célula N productora de neurotensina, que fue detectada alrededor de los
120 dias de gestacion, inicio del segundo tercio de gestacidn, tanto en intestino delgado como
grueso, similar a lo descrito en cerdos en donde fue observado desde la sexta semana de gestacion
(Alumets et al., 1983), ovinos desde la semana 90 a 100 dias de gestacion (Ceccarelli et al., 1991)
y ratones desde los 16 dias de gestaciéon (Upchurch ef al., 1996). Su distribucién en fetos alcanzé
desde el duodeno hasta el colon transverso, una distribucién similar a la observada en fetos de
ovinos y ratones (Ceccarelli et al., 1991; Upchurch et al., 1996). En crias de alpacas las células N
desaparecen gradualmente desde ciego hasta colon transverso y en adultos solo se observa en
intestino delgado, este resultado es similar al descrito por Rindi et al. (2004) quienes encontraron
en humanos presencia de células N solo en intestino delgado, al igual que Alumets et al. (1983)
en cerdos adultos: Por el contrario, Englander y Greeley (2006) y Kuhre et al. (2015) en ratas y
ratones adultos, donde encontraron células N desde estémago hasta colon. Otros autores han

descrito la presencia de células N, productoras de neurotensina en diferentes animales como

Las células N producen neurotensina, producto que se utilizé para la identificacién de las
células N en la alpaca. La neurotensina tiene como funcién mediar la secrecion géstrica de cloruro,
la motilidad del TGI y el crecimiento celular, ha sido identificada por diferentes técnicas en
intestino delgado de bovinos (Kitagbi et al., 1976), humanos (Rossel y Rokaeus, 1979) y perros
(Reasbeck et al., 1984) y su secrecion es estimulada principalmente por la grasa de la dieta, y en
menor proporcién por la glucosa y aminodcidos (Ferris ef al., 1985b; Englander y Greeley, 2006).
También podria estar involucrada en cuadros inflamatorios por diferentes agentes patdgenos

como en humanos Clostridium difficile y en la activacion de mastocitos (Castagliuolo et al., 1999,
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Mustain et al., 2011). Las diferencias encontradas en su distribucién podrian relacionarse con la

dieta, ya que, en la mayoria de las especies, quedan limitadas al intestino delgado en la vida adulta.

El cuarto tipo de CEE identificada en la alpaca fue la célula I, cuya funcién es secretar
colecistoquinina (CCK), que fue utilizada para su identificaciéon mediante IHQ. Las células I se
ubicaron, al igual que la célula K, en la zona basal de las vellosidades en duodeno y yeyuno. Este
tipo celular ha sido identificado también en otras especies como humanos, ratas, ratones y ovinos
(Polak et al., 1975; Smith et al., 1985; Buchan et al., 1978; Ceccarelli et al., 1991, Rindi et al.,
2004). En la alpaca se observaron en duodeno desde el final del primer tercio de gestacion y en
yeyuno a partir de la segunda mitad del segundo tercio de gestacion en un nimero de 0 a 2 células
por eje cripta vellosidad. La localizacién es similar a la encontrada por Dubois et al. (1976), en
duodeno de fetos humanos desde la décima semana de gestacion, en ovinos por Ceccarelli et al.
(1991) desde los 90 a 100 dias de gestacion y en ratones por Upchurch ef al. (1996) en fetos desde

los 16 dias de gestacion.

Estudios realizados en diferentes especies, han demostrado que la secrecion de las células
I estd regulado por la presencia de dcidos grasos y aminodcidos en el lumen intestinal (Liddle et
al., 1985). Las células I son las encargadas de integrar sefiales centrales y periféricas para la
liberacion de hormonas y para la sefializacion hacia el cerebro mediada por aferentes vagales para
induccién de la saciedad (Liddle, 1998; Sykaras et al., 2012). La CCK, inhibe el vaciamiento
gdstrico, y estimula el vaciamiento de la vesicula biliar y la secrecion de enzimas pancredticas
(Engelstoft et al., 2008; Liou et al., 2011). Como se postul6 para otras hormonas, la diferenciacién
temprana de las células productoras de CCK, hormona con numerosas y diversas funciones en la
regulacion de la fisiologia digestiva, ser relacionaria con la necesidad de que el sistema digestivo

sea eficiente desde el nacimiento.

A partir de lo encontrado en las cuatro poblaciones celulares enteroendocrinas estudiadas,
podemos observar que su distribucidn es bastante similar en distintas especies de mamiferos, esto
podria explicarse porque sus productos de secrecion regulan procesos bésicos de la digestidn,

comunes a animales con diferentes tipos de alimentacion.

8.3 pH DE LA MUCOSA INTESTINAL

Otro de los procesos importantes que ocurren en el intestino después del nacimiento, es
el mantenimiento del medio ambiente intestinal, que cumple un rol importante en la regulacién
de los procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion del epitelio intestinal. Dentro de
los factores que deben mantenerse en niveles homeostaticos en el medio ambiente intestinal se

encuentra el pH tanto de la mucosa como del contenido luminal. En camélidos sudamericanos,
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existen variaciones del pH a lo largo del tracto intestinal que reflejan las diferencias en las
actividades digestivas y en las diferencias de la microbiota en cada porcién (Esquerre y
Samaniego, 1976), que estarian relacionadas con cambios en el alimento, en la microbiota, en la
actividad secretoria del epitelio intestinal, asi como con variaciones en el metabolismo energético
del animal. La alpaca durante su ontogenia pasa de un estado no ruminal con elevada glucemia
(nacimiento a 1 mes de edad), a un estado transicional (entre segundo y tercer mes de vida) con
disminucidn de la glucemia y elevacién de AGV, y al final a un estado rumiante (cuarto mes de

vida en adelante), donde la produccién de AGV en el TGI es mayor (Esquerre et al., 1976).

El mantenimiento de un pH estable es importante para el mantenimiento de la microbiota.
Sin embargo, los valores de pH pueden sufrir modificaciones importantes por diferentes motivos;
por ejemplo, cuando hay baja cantidad de sodio en la dieta, el antitransportador Na*-H* no permite
la salida del H* hacia la luz, y ocurre un aumento del pH intestinal (Murer et al., 1976; Gunther y
Wright, 1983; Cassano et al., 1984, Kinne-Saffra, 1985); asi mismo Kobayashi et al. (2003) han
demostrado en humanos que el pH 4cido del intestino delgado favorece la absorcién de diversas

sustancias.

En este estudio, se demostré que, en alpacas, cada porcion intestinal presenta
caracteristicas Unicas, con valores de pH variados. En yeyuno se observé una tendencia hacia la
acidez en comparacion al ileon, este resultado confirma lo descrito por Hubel (1969), quien
demostré6 que a nivel de yeyuno hay una mayor acidez, lo que puede favorecer una mejor
absorcion de dipéptidos y aminodcidos neutros debido a que usa un cotransportador que permite
el ingreso de dipéptidos en presencia de mayores concentraciones de H* (Ganapathy y Leibach,
1983; Ganapathy et al., 1984; Takuwa et al., 1985). Asi mismo, el pH en esta porciéon debe
mantenerse relativamente constante, pues es importante en la absorcién de electrolitos débiles y
de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) (Rechkemmer, 1991). En intestino grueso de crias, se
observa que a nivel del ciego y colon ascendente el nivel de pH intestinal es menor en
comparacién de las otras porciones de colon, mientras que en adulto desde ileon hasta colon
descendente los valores son similares, lo que indicaria que la producciéon de AGV se mantiene
constante en estas porciones, al igual que se demostré en roedores y humanos (Cummings et al.,

1987).
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IX. CONCLUSIONES

En el presente estudio se incluy6 animales desde los 46 dias de gestacién hasta adultos, y se
utilizaron diferentes técnicas para determinar el proceso de ontogenia del epitelio intestinal,

bajo las condiciones que se desarroll6 el estudio se concluye que:

1. El desarrollo intestinal en la alpaca se inicia en el primer tercio de gestacion;
observdndose las diferentes porciones intestinales a partir de los 80 dias de gestacién
las que contindan en su proceso de diferenciacién y maduracién hasta la etapa postnatal.

2. La tdnica mucosa presenta todas sus estructuras desde el final del segundo tercio de
gestacién, con presencia de criptas y vellosidades, musculo de Briicke y muscular de la
mucosa. En la submucosa se observé la presencia de glandulas de Briinner desde el
tercer tercio de gestacion. Las capas musculares se observaron desde el primer tercio de
gestacion, asi como la formacién del plexo mientérico entre ellas, y de la serosa.

3. La alpaca es una especie que al nacimiento presenta un epitelio intestinal estructurado
y funcional, con todos los tipos celulares presentes. El epitelio intestinal sufre cambios
morfoldgicos y morfométricos desde los 46 dias de gestacion, edad de inicio del estudio,
pasando de un epitelio seudoestratificado a un epitelio cilindrico simple que recubre
criptas y vellosidades a partir del segundo tercio de gestacién hasta la edad adulta.

4. Las vellosidades intestinales presentan enterocitos fetales en el tercer tercio de gestacién
los cuales son reemplazados por enterocitos tipo adulto en el periodo perinatal, periodo
en donde se observa gran cantidad de células en apoptosis en las vellosidades, asi como
un alto indice de células en proliferacion en las criptas y base de las vellosidades.

5. El epitelio del intestino grueso presenta vellosidades en la etapa fetal, las cuales se
pierden en el periodo perinatal, quedando recubierto por el epitelio superficial. En este

periodo se observé un gran nimero de células en apoptosis asi como una alta tasa de
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10.

11.

12.

13.

proliferacion en criptas, lo cual estd relacionado a la pérdida de las vellosidades y al
incremento en el tamaiio de las criptas.

La alpaca presenta un patrén de glicosilacion propio de la especie que varia con la edad
y la porcién intestinal, asi también con el tipo celular, tanto en glicocalix como
citoplasma se encuentran azicares como D-galactosa, aN-acetilgalactosamina, o>3 N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, o L-fucosa, o manosa, asi como estructuras
complejas.

Desde la etapa fetal, el epitelio intestinal, en las diferentes porciones presentan
enterocitos, células caliciformes, células de Paneth y células enteroendocrinas.

Los enterocitos estan presentes desde finales del primer tercio de gestacién, y se
identificaron mediante la presencia de transportadores de glucosa SGLT-1 y GLUT-2,
asi como por la no inmunoreactividad a PCNA.

Las células caliciformes se observaron desde los 56 dias de gestacion, diferenciandolas
por su estructura, asi como por su contenido, presentan positividad a la presencia de
mucinas y afinidad a diferentes lectinas. Presentan un patrén tnico de expresion de
glicoconjugados, el cual varia con la edad, porcién intestinal y la zona de ubicacién
dentro del eje cripta vellosidad, lo cual hace suponer que la alpaca presenta diversos
tipos de células caliciformes que cumplen variadas funciones en el tracto intestinal.
Las células de Paneth estdn presentes en la alpaca desde los 293 dias de gestacion, se
ubican en las criptas del intestino delgado y tienen forma piramidal alargada y columnar
alta, presencia de grdnulos citoplasmaticos que se observan con tricromico de Masson,
Floxina Tartrazina y lisozima, asi también presentan marcacién con las lectinas SBA,
Con A y PNA. Estas células se ubican en la base de las criptas en grupos de 2 a3 y en
un mayor nimero en el {leon de alpacas adultas.

Se identificaron 4 tipos de células enteroendocrinas, célula L, N, [ y K. las células L y
N se distribuyeron desde duodeno hasta colon, mientras que las células I y K se
encontraron solo en duodeno y yeyuno.

La célula L se identificé desde los 56 dias de gestacidn, lo cual indica el rol importante
que cumple esta célula y la horma secretada GLP-1 en el desarrollo del feto. Esta célula
fue la que mayor densidad y distribucién presenté de las células enteroendocrinas
estudiadas.

La célula enteroendocrina N secretora de neurotensina fue identificada desde los 120
dias de gestacion. En la etapa fetal se la observé desde duodeno hasta colon transverso,

en crias va desapareciendo de ciego y colon conforme avanza la edad, para en la edad
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14.

15.

adulta solo observarse en intestino delgado, lo cual nos indicaria el rol importante que
cumple en la funcién intestinal durante el desarrollo intestinal.

Las células K e I se identificaron desde el final del primer tercio de gestacién en duodeno
y en yeyuno a partir del segundo tercio de gestacion, tuvieron una menor densidad
poblacional con respecto a las células L y N. La célula K produce péptido inhibidor
gdstrico (GIP), mientras que la célula I produce colecistoquinina, ambas hormonas
relacionadas a diferentes funciones del tracto gastrointestinal.

La ontogenia del epitelio intestinal de la alpaca incluye procesos de proliferacion,
morfogénesis, diferenciacion y maduracién, los cuales se superponen entre si y es un

proceso continuo a lo largo de la vida del animal.

300



X. RECOMENDA CIONES

A partir del trabajo se desprenden las siguientes recomendaciones:

Continuar y profundizar el estudio de células enteroendocrinas en el tracto
gastrointestinal, para determinar otros tipos de CEE, y asi poder relacionarlas con el rol
que cumplen estas células en el funcionamiento del TGI de la alpaca y en el metabolismo
del animal.

Desarrollar estudios que analicen cambios en el patrén de glicosilacién en los enterocitos
y células caliciformes en animales con cuadros entéricos, determinando los cambios que
sufren los glicoconjugados cuando son expuestos a microbiota patégena.

Caracterizar la composicion de los granulos de las células de Paneth en diferentes
momentos de la ontogenia en las diferentes porciones de intestino delgado y grueso y
relacionarlo con la sensibilidad del animal a cuadros entéricos.

Estudiar a las células sensitivas en el epitelio intestinal y la funcién que cumplen estas en
la fisiologia digestiva.

Realizar un estudio detallado sobre el sistema nervioso entérico y de las células
intersticiales de Cajal y su funcién en el tracto digestivo desde la etapa fetal.

Relacionar la distribucion de las células enteroendocrinas y la resistencia a la insulina y

los niveles de glucemia de las alpacas.
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