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RESUMEN

El pancreas es un importante 6érgano glandular con funcion reguladora de procesos digestivos y
productora de hormonas reguladoras del metabolismo. El objetivo de la tesis fue identificar y evaluar
mediante el uso de inmunohistoquimica (IHQ), la existencia de células & (delta) que producen
somatostatina y de células PP que producen polipéptido pancreatico en el pancreas de alpacas de
diferentes etapas de vida. Las muestras fueron colectadas en la estacion IVITA Marangani ubicada
en el departamento de Cusco, provincia de Canchis a 4300 msnm, Pert. Se procesé las muestras en
el Laboratorio de Anatomia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria UNMSM. Se utilizaron
30 alpacas entre crias, jovenes y adultas, con defectos congénitos o de madres beneficiadas en camal,
recibiendo eutanasia segun los parametros de bienestar animal. El pancreas fue reducido y se tomaron
tres cortes por lobulo y dos cortes por cuerpo, para preparar bloques de parafina y laminas de 5 um
de espesor. Se empleo un kit de IHQ (Vector Laboratories, Inc.) y se usaron dos anticuerpos de tipo
policlonal: anti-PP y anti-SSTR3 (USBiological Labs) y asi identificar las células PP y delta, segun
protocolo estandarizado de inmunohistoquimica ABC. Para la lectura se utiliz0 un microscopio
trinocular con camara incorporada (AmScope-USA). La inmunomarcacion con DAB se clasifico de
forma cualitativa: 0= no hubo marcacion; 1= leve; 2= moderada y 3= fuerte. Se utilizé pancreas de
rata como controles positivos. En la alpaca las células PP se encontraron en el pancreas derecho y el
cuerpo pancreatico durante cada etapa estudiada, principalmente en la periferie y porciéon media del
islote pancreatico segiin la inmunomarcacion entre leve o moderada. Las células delta productoras
de somatostatina fueron identificadas en el pancreas derecho e izquierdo hasta la edad de cuatro
meses, para después ser observadas en la periferia de estos islotes con inmunomarcacion leve en

animales jovenes y adultos.

Palabras claves: células PP, células delta, camélidos.

Vii



ABSTRACT

The pancreas is an important glandular organ with a regulatory function of digestive processes and a
producer of metabolism-regulating hormones. The objective of the thesis was to identify and
evaluate, through the use of immunohistochemistry (IHC), the existence of d (delta) cells that produce
somatostatin and PP cells that produce pancreatic polypeptide in the pancreas of alpacas of different
life stages. The samples were collected at the IVITA Marangani station located in the department of
Cusco, province of Canchis at 4300 masl, Peru. The samples were processed in the Animal Anatomy
Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine UNMSM. Thirty alpacas were used, between pups,
young and adults, with congenital defects or from mothers benefited from slaughterhouses, receiving
euthanasia according to animal welfare parameters. The pancreas was reduced and three sections per
lobe and two sections per body were taken to prepare paraffin blocks and 5 pm-thick sheets. An IHC
kit (Vector Laboratories, Inc.) and two polyclonal antibodies were used: anti-PP and anti-SSTR3
(USBiological Labs) to identify PP and delta cells, according to the standardized ABC
immunohistochemistry protocol. A trinocular microscope with a built-in camera (AmScope-USA)
was used for reading. Immunostaining with DAB was classified qualitatively: 0= no staining; 1=
mild; 2= moderate and 3= strong. Rat pancreases were used as positive controls. In the alpaca, PP
cells were found in the right pancreas and the pancreatic body during each stage studied, mainly in
the periphery and middle portion of the pancreatic islet according to mild or moderate
immunolabeling. Somatostatin-producing delta cells were identified in the right and left pancreas up
to the age of four months, later to be observed in the periphery of these islets with mild

immunolabeling in young and adult animals.

Keywords: PP cells, delta cells, camelids.

viii



L INTRODUCCION

Vicugna pacos es el nombre cientifico de la alpaca, camélido sudamericano cuya mayor
poblacion se encuentra en Perti, de la cual existen pocos estudios morfologicos detallados y
actualizados del pancreas, por lo cual este trabajo busca contribuir a un mejor entendimiento de

la anatomia y fisiologia en esta especie.

Los camélidos sudamericanos domésticos, como la alpaca, radican en zonas de altura donde
desarrollar la agricultura se vuelve complicado, al igual que la crianza de otros animales, estas se
caracterizan por poseer extensas areas de pasto natural, los cuales son aprovechados
eficientemente y son convertidos en carne y fibra de alta calidad. Aun cuando esta especie es
clasificada como rumiante, el sistema digestivo presenta caracteristicas estructurales diferentes
en los 6rganos y las glandulas anexas con respecto a otros animales, como en el caso de los
bovinos. Se han registrado pocas investigaciones que describan las caracteristicas histologicas del
pancreas de las alpacas, siendo una peculiaridad de ellos presentar niveles de glucosa altos en
comparacion con los vacunos, ovinos, caprinos, y asi mismo, mostrar resistencia a la insulina sin

que se desarrollen cuadros clinicos de diabetes.

Con la finalidad de evaluar la regulacion de los islotes pancreaticos, es determinante conocer
la a nivel microscopico la anatomia de los islotes de Langerhans. La somatostatina tiene un gran
espectro de acciones inhibidoras en el metabolismo y se encuentra ampliamente distribuida en los
tejidos, incluido el hipotalamo, otras areas del sistema nervioso central, el pancreas y el aparato
digestivo. El polipéptido pancreatico regula la funcidon gastrointestinal, influyendo sobre la

secrecion pancreatica exocrina.

El objetivo general del presente estudio fue determinar la localizacion y presencia de las
células delta y el polipéptido pancreatico que sirvan a futuros estudios que evalten la fisiologia a

nivel endocrino del pancreas en alpacas.



IL REVISION BIBLIOGRAFICA

1 Generalidades

Los camélidos sudamericanos (CSA), como la alpaca, residen en las zonas altoandinas,
sobre los 3000 msnm, del Pera. En este ambiente, la tasa de heladas es alta y la disponibilidad de
agua es escasa. Aqui es donde radica su mayor ventaja, porque a pesar de lo rustico de su crianza
pueden transformar eficientemente los pastos naturales de este ecosistema en productos como la
carne y sobretodo la fibra de calidad incomparable (Ifiiguez y Alem, 1996). Actualmente, son el
principal sustento econémico de productores de camélidos que poseen pocos recursos econdmicos
en ciertos paises de América del Sur, incluidos Peru, Bolivia, Chile, Argentina y Ecuador (Quispe
et al., 2009).

Segun Navarrete y Sato (2010), anatomicamente el pancreas de un camélido esta formado
por l6bulos izquierdo y derecho, la parte izquierda estd conectada a la primera seccion del
estomago y la parte derecha esta relacionada con el duodeno. En esta especie se logra identificar
que el lobulo izquierdo es de mayor tamaiio que el derecho y la ausencia del conducto pancreatico

accesorio.

2 Morfologia del pancreas

2.1 Caracteristicas morfologicas generales

Panesi (2016) describe al pancreas de camélido por tener una coloracion rosa palida, con
irregularidad en los bordes y forma lobulada, con una consistencia suave. Se encuentra en la
region epigastrica dorsal, rodeado y unido a los o6rganos circundantes mediante peritoneo

conectivo como son el omento mayor, el mesoduodeno, y el ligamento gastroesplénico.

Chavez et al., 2015 menciona que en el caso de la alpaca, el pancreas tiene forma
semejante a una “Y” al revés, que se divide en un cuerpo pancreatico y dos lobulos (pancreas
derecho y pancreas izquierdo). El pancreas derecho es menos desarrollado que del lado izquierdo

y se encuentra unido al duodeno y 16bulo derecho del higado por el mesoduodeno, en donde se

2



forman pequenos lobulillos color ambar. Mientras que el pancreas izquierdo esta estrechamente
relacionado con el compartimento craneal del estobmago, con el bazo, el colon descendente y el
rifidn izquierdo en su polo craneal. Asi mismo, conectado a la primera parte del estobmago se

encuentra el cuerpo del pancreas, rodeando la vena porta.

2.2 Sistema de conductos, irrigacion e inervacion

El inicio del conducto hepato-pancreatico es variante, porque puede producirse al ingresar
al conducto hepatico en el pancreas derecho y emerger como conducto hepato-pancreatico.
También puede originarse cerca “al vértice del pancreas derecho” y desembocar en la ampolla del
duodeno (Panesi, 2016). En el caso de llamas y camellos, el “conducto pancreatico” esta
fusionado con el “conducto hepatico” y forma un solo conducto llamado el conducto hepato-
pancreatico. Ghezzi et al. (2000) menciona que esta asociacion ocurre en la llama después que el
conducto abandone el l6bulo derecho; sin embargo en los camellos sucede cuando el conducto

pancreatico emerge del cuerpo pancreatico (Ali y Masaad, 2007).

La arteria pancreatica duodenal suministra sangre al pancreas derecho y cuerpo
pancreatico mediante la “arteria pancreatica duodenal craneal”, mientras que la “arteria
pancreatico duodenal caudal” va irrigar el pancreas izquierdo mediante algunas ramificaciones de
la “arteria esplénica”. El pancreas se encuentra inervado por fibras autdnomas del plexo iliaco

(Panesi, 2016).
3. Histologia del pancreas

En la alpaca, el pancreas se caracteriza por estar rodeado de un tejido conectivo que al
invaginarse da origen a lébulos y pseudoldbulos, distinguibles con tincion H-E a 40x, en el
parénquima pancreatico (Panesi, 2016). Stinson y Calhoun, (1981); Ali y Masaad, (2007)
mencionan que la irrigacion y la nutricion del 6rgano se da por los tabiques del tejido conectivo
que lo atraviesan, al igual que de pequeios canales pertenecientes a la parte exocrina del pancreas

que permiten su excrecion.

El pancreas es considerado como 6rgano de funcidon mixta por que realiza funciones tanto
exocrinas como endocrinas. La parte exocrina contiene acinos séricos que forman el jugo
pancreatico, mientras que la parte endocrina estd representado por los “islotes de Langerhans”,
que se encargan de sintetizar glucagoén, insulina, polipéptido pancredtico y somatostatina (Lis et

al., 2003).
3.1 Area exocrina

Las células del pancreas que producen catalizadores digestivos se agrupan en acinos
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glandulares. Las células del acino glandular tienen forma triangular, cuando se tifiec con la
coloracion H-E se puede distinguir un nicleo central redondo de color azul (baséfilo) y un
citoplasma coloreado de rosado (acidéfilo); mientras que las células que se encuentran en la
seccion superior muestran particulas tefiidas de color intenso (Panesi, 2016).

Las células centroacinares ubicadas en la luz de los acinos glandulares conforman un
sistema de conductos, que contintia con el conducto intralobular, el cual desemboca en el conducto
pancreatico y se forma de células con forma cubica y columnar. El conducto pancreatico esta
compuesto por tejido de tipo ctibico (Ali y Massad, 2007 y Longnecker, 2014). Ghezzi et al.
(2000) menciona que en el caso de la llama, el conducto hepato-pancreatico esta revestido con
epitelio simple de tipo cilindrico, desprovisto de “células caliciformes”. Este epitelio es mas alto
y acido, y se invagina para formar glandulas con tejido conectivo. Estas glandulas tienen la
caracteristica de ser tubulares y constituidas de células acidofilas y basofilas, con alta presencia
de mucopolisacaridos. En el pliegue duodenal hay un mayor crecimiento glandular, lo que

aumenta su grosor
3.2 Area endocrina

La parte endocrina estd constituida por los islotes de Langerhans, los cuales se
caracterizan por tener una gran vascularidad constatada por un conglomerado de células
sanguineas y endoteliales. Los islotes se muestran en diferentes tamafios y formas, distribuidos

de forma desigual en el parénquima del pancreas (Panesi, 2016).

Los islotes se ubican en ambos lobulos distribuyéndose de forma aleatoria, sin guardar
relacion con el sistema de tubos y tienen una disposicién uniforme parecida en otros animales
segun mencionan Cebra et al., (2006), Hazelwood, (1989) y Xu et al., (1999). Estos se encuentran
localizados en el tejido “intralobular” a diferencia de las vacas que se encuentran en el tejido

“interlobular” (Bonner & Like, 1980; Cebra et al., 2006).

Cabrera et al. en el 2006, mencionan que los “islotes de Langerhans” estan compuestos
por un gran mimero de células acordonadas poliédricas proximas a los capilares fenestrados y
envueltos por una membrana basal en la region adyacente a dichos capilares. Métodos como la
inmunohistoquimica especializada y tincion, pueden identificar hasta 4 tipos de células: alfa (o),
beta (B), delta (8) y células PP (polipéptido pancreatico), que en caso de los humanos se presentan

de manera dispersa e irregular y de forma irregular también se mezclan en el islote.

A través de la inmunohistoquimica fue registrado el péptido PP y se clasifico en dos tipos
de células morfologicamente diferentes: células PP inmunoreactivas ubicadas en el extremo
ventral del pancreas (antes conocidas como células F), que tienen la particularidad de tener
granulos secretores redondos y angulares. En tanto que las células D1 provistas de granulos

pequetios fueron observadas en la parte dorsal del pancreas (Larsson et al., 1974).



Bloom & Polak en 1987, mencionan que las células o (delta) en humanos constituyen del
5 al 10% del volumen del islote, mientras que en conjunto las células principales (alfa, beta, delta
y PP) representan el 60% del islote, y el resto corresponden a neuronas, células de tejido conectivo
y endoteliales, que incluyen a los fibroblastos y macrofagos. La estructura de éstas células varia
entre especies, pero en general se puede decir que las células alfa y delta son ubicadas en la
superficie y rodean a las células beta que estan dentro del islote. El islote es dividido en unidades
por grandes vasos; cada unidad tiene una parte central formada por células beta que son rodeadas
a su vez por células alfa y delta. Esta distribucion puede inferir que existen correlaciones

funcionales entre diferentes tipos de células (Vara, 2011).

Huaynates (2015) menciona que las alpacas inician el proceso de diferenciacion celular
del pancreas durante la etapa fetal. Las células que conforman los islotes derivan de células
pluripotentes, durante el desarrollo y posteriormente en la vida del animal. La organogénesis
pancreatica implica entonces, una variedad de eventos estimulantes que se asocian a la activacion
de ciertos factores especificos de transcripcion; ademas, el desarrollo de células endocrinas se
basa en una secuencia de acciones de diversos factores de transcripcion celular para asi asegurar
una normal génesis del érgano y una futura distincion de las diferentes células endocrinas (Wang

etal.,2001).
4. Fisiologia pancreatica

El tejido exocrino es el principal constituyente del pancreas organizandose en acinos, los
cuales segregan zimégenos a nivel del lumen intestinal con fines digestivos; mientras que la otra
parte del pancreas estd conformada por los islotes de Langerhans, que estan formados por
diferentes tipos de células endocrinas asociadas al tejido exocrino. Por ello se dice que el pancreas

es un organo bifuncional (Slack, 1995).
4.1 Funcionamiento exocrino

En los acinos se secreta el jugo pancreatico que provee enzimas digestivas: tripsina,
quimiotripsina y carboxipeptidasa, los cuales degradan proteinas a aminoacidos; ribonucleasas y
desoxiribonucleasas que dividen las nucleoproteinas. Las enzimas inactivas en granulos de
zimogeno se encuentran dentro de los acinos, envueltos con una membrana que evita la
autodigestion de la glandula. La lipasa pancreatica segregada convierte los triglicéridos a glicerol
y la amilasa pancreéatica hidroliza el almidén, glucogeno y los demas hidratos de carbono. Las
enzimas proteoliticas se secretan y sintetizan como proenzimas inactivas, las cuales al entrar en

contacto con el lumen intestinal se activan gracias a las enteroquinasas (Lis et al., 2003).



4.2 Funcionamiento endocrino

Kitabchi et al., (2009) mencionan que el pancreas produce importantes hormonas a través
de sus cuatro tipos de células. Las células alfa sintetizan el glucagon cuando se produce una baja
nivel de glucosa, las células beta segregan insulina como respuesta a un aumento de glucosa en
sangre, reduce su nivel propiciando la entrada de glucosa en tejido muscular y adiposo e inhibe
su liberacion del higado. La somatostatina es producida por las células delta, pero también por
neuronas del “hipotalamo” y por células de funcion endocrina en la mucosa intestinal. Sam et al.,
(2015) menciona que las Células PP (Polipéptido pancreatico) disminuyen la ingestion de
alimento generando saciedad, ademéas actua en la vesicula biliar regulando su contraccién y

también regula a la porcion exocrinas del pancreas.
4.2.1 Somatostatina

El principal efecto de la somatostatina (SST) es modular la asimilacion de sustratos a
nivel intestinal, por medio de la inhibicion del funcionamiento exocrino y motor del “tracto
gastrointestinal”. Asimismo, puede indirectamente regular la respuesta proporcional de hormonas
como glucagén e insulina , segiin la necesidad y de que los sustratos que proveen energia estén
disponibles. De hecho, la regulacién que puede existir entre estas hormonas es compleja, por lo
que la somatostatina puede generar inhibicion con las otras dos hormonas (Arteaga et al., 1997),
tal como lo comprobaron Brazeau et al. (1973), quienes registraron que la SST aislada del
hipotalamo inhibe la produccién de glucagon e insulina, actuando de manera paracrina.

La somatostatina tiene una amplia distribucion en el organismo, Chanclon (2013) ha
descrito la presencia de esta hormona en diversas regiones del “sistema nervioso central” (SNC),
al igual que otros tejidos nerviosos periféricos. Esto se justifica debido al efecto de inhibicion
que ejerce sobre los tejidos diana, y su accion represora para liberar “la hormona del crecimiento
(hormona GH)”, siendo conocido que la somatostatina ademas de modular la secrecion endocrina
de multiples tejidos, actiia en el eje hipotdlamo-hipofisario regulando la liberacion de otras
hormonas como son la corticotropina (ACTH), la prolactina (PRL), y la tirotropina (TSH), tal
como indican Patel, (1999); Moller et al., (2003) y Gahete et al., (2010).

La SST también actua expandiéndose hasta el “tracto gastrointestinal” con la finalidad de
producir inhibicion de la secrecion de hormonas como colecistoquinina (CCK), péptido intestinal
vasoactivo (VIP), péptido inhibidor gastrico (GIP), gastrina, secretina, ghrelina, motilina,
neurotensina y de la pepsina, hechos mencionados por Patel, (1999); Moller et al., (2003) y Olias
et al., (2004). También se sabe que en el pancreas, la SST actaa inhibiendo la secrecion de otras
hormonas pancreaticas como son el glucagon, la insulina, el polipéptido pancreatico, tal cual lo
indican Gahete et al., (2010 y Chanclon et al., (2012).

Se ha registrado que la somatostatina juega un rol importante también inhibiendo la

secrecion de la “glandula salival”, de los acinos del pancreas, en la “mucosa intestinal”, y otros
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organos secretores (Corleto, 2010) Sin embargo, recientemente se ha descubierto en Cordoba-
Chacon et al. (2012), que la liberacion de “hormona del crecimiento” no solo depende de la dosis

sino que también depende que tan especifico es la unidn a sus receptores.

La somatostatina también estd involucrada en la regulacion de procesos
neurotransmisores del sistema nervioso central a través de la inhibicion o liberacion de dopamina
o norepinefrina, repercutiendo en las sensoriales, locomotoras y cognitivas segin lo indican Patel,
(1999); Luque et al., (2008) y Gahete et al., (2010). Incluso existen estudios como Epelbaum et
al. (2009) en donde se ha registrado que las variaciones en los niveles de este péptido pueden
estar asociados a las enfermedades neurodegenerativas, como lo son el Alzheimer y Parkinson.

Si bien la SST cumple un rol importante como neuromodulador de las funciones
endocrinas y exocrinas del SNC, también tiene efectos sobre cuanto demora el transito del
alimento en el “intestino delgado”, afectando el vaciado géstrico temprano y tardio, ya que puede
provocar un aceleramiento o retraso de estos respectivamente (Moller er al., 2003). De igual
forma, este tipo de comportamiento ha sido observado en tejidos cardiovasculares, de acuerdo a
lo descrito en Murray et al. (2001) el nivel alto o bajo de SST puede conducir a una buena o mala
respuesta de los cardiomiocitos para la contraccion de los ventriculos.

Krantic et al. (2004) mencionan como otra importante funcion de la somatostatina, el
control negativo sobre la secrecion de inmunoglobulinas, monocitos y basofilos, en la regulacion
del desarrollo de “linfocitos T y B”, dependiente de la dosis. Este péptido cumple con funciones
en la fisiologia normal del individuo, pero también actiia en regular enfermedades y tumores

(Klaff, 1987; Strowski y Blake, 2008).

4.2.2 Polipéptido pancreatico

Brandan et al. (2006) mencionan que una de las funciones importantes del polipéptido
pancreatico (PP) es regular actividades endocrinas en el tracto gastrointestinal, a través de su
efecto sobre la secrecion pancreatica exocrina y el vaciado de la vesicula biliar. Asimismo, se ha
observado que este polipéptido es producido en otras regiones corporales como en el “intestino
delgado”, en el “cerebro” y en los ganglios del “sistema nervioso autonomo” (SNA). El PP actiia
de regulador en el proceso de absorcion intestinal, se produce cuando hay una mayor ingestion de
proteinas, ayuno, hipoglucemia aguda y el ejercicio, proporcionando una curva de absorcion mas
suave durante la digestion. Cuando se administra glucosa intravenosa o somatostatina la liberacion
de este compuesto se ve inhibida. Sin embargo, también ha sido visto que la atropina afecta su

concentracion de manera colinérgica disminuyendo su nivel en sangre (Lis ef al., 2003).



En el contorno de los islotes de Langerhans se libera este péptido en las células PP, al igual
que en células acinosas y ductales; ademas de tener alta presencia en las regiones cefalica y
corporal del pancreas. Un factor estimulante para que se produzca la secrecion de este compuesto
es la ingestion alta de proteinas, y puede prolongarse durante varias horas, estando bajo control
neurohormonal; a nivel intestinal la colecistoquininca (CKK) también estimula la liberacion de
este péptido a través de la inervacion vagal. En contraste, la liberacion de PP se ve afectada por
la atropina y la vagotomia troncular (Gutiérrez, 1988).

Estudios realizados “in vitro” demuestran que este polipéptido incentiva la secrecion
enzimatica, favoreciendo las acciones paracrinas en las células acinosas y ductuales, por lo que
se produce un incremento post-prandial del PP; sin embargo, esta funcion pasa desapercibido por
las otras acciones que éste realiza en la forma circulante. En el caso del ser humano, este péptido
tiene un efecto sobre la segregacion pancredtica exocrina y del débito duodenal de la bilis

(Gutiérrez, 1988).

5 Inmunohistoquimica

Yang et al., enel 2011, indica que la técnica de “inmunohistoquimica” (IHQ) proporciona
la capacidad de identificar tejidos y células antigenas que pertenecen a los diversos procesos de
funcion normal y en la diferenciacion de las células. Aplicando directamente anticuerpos
especificos primarios, sean monoclonales o policlonales, en los tejidos, se puede obtener la
expresion en su localizacidon microanatdomica asi como establecer una correlacion con algunos
parametros de la morfologia del érgano, permitiendo esto aumentar la sensibilidad y especificidad
del estudio en cuestion; esta técnica presenta una alta especificidad debido a la union tipo

antigeno-anticuerpo.

Baskin (2015) menciona que anteriormente al uso de técnicas de IHQ, se tenia dificultades
para identificar los componentes celulares de los “islotes de Langerhans”, debido a la falta de
tincion de células alfa y células beta por lo que fueron denominados como “Third cell type”,

posteriormente llamados “Islotes ricos en células PP”



Actualmente con el uso de técnicas de IHQ y la inmunofluorescencia se puede identificar en

diferentes especies todos los tipos celulares (Chuan et al., 2015).

Asi mismo, es posible identificarlas por métodos tales como:
e Tincion de Mallory-azan que permite identificar las células delta con el tefiido
azulino del citoplasma de las células delta distinguiéndolas de las células alfa y
beta (Bergman et al., 1989).
e Tincidén de Tricromico-PAS (4cido peryodico de Schiff), que tifie las células delta

de un verde translucido (McManus y Mowrry, 1960).



III. MATERIALES Y METODOS

1. Material de estudio

Para este tesis, empleamos 30 pancreas de alpacas de raza Huacaya provenientes de Cusco

y Puno. El material fue separado en 5 grupos, segln el siguiente detalle de edad de los animales:
Grupo 1: Recién nacidos sin toma de calostro.
Grupo 2: 1 -2 semanas de edad.
Grupo 3: 1 mes de edad.
Grupo 4: 4 meses de edad.
Grupo 5: Juveniles, entre 1 y 2 afios.
Grupo 6: Adultos, mayores de 2 afios.

Términos de ética: todas las alpacas utilizadas en este trabajo fueron obtenidas de

comunidades alpaqueras, descartadas por su fenotipo o destinadas a beneficio.

El material de estudio fue trabajado primeramente en la estacién IVITA- MARANGANI
en el Cusco, para luego ser trasladados al Laboratorio de Anatomia Animal de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la UNMSM en Lima.
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2 Metodologia

2.1.- Coleccion de muestras:

En base a la edad de los individuos se registraron y designacion en un determinado grupo.

La eutanasia fue realizada utilizando una sobredosis de pentobarbital sddico, por via
endovenosa (vena yugular) con una concentracion de 10 mg/Kg. Una vez eutanasiado el
espécimen, el desangrado se ejecutd exponiendo la “vena yugular externa” y la “arteria carotida

comun’.

Las muestras del pancreas fueron conservadas en formaldehido al 10%, y transportandose
a Lima, al laboratorio de Anatomia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM

para su procesamiento y separar las muestras en el tamafio para el estudio.

Los pancreas fueron reducidos en ocho segmentos como sigue, base, medio y extremo del
pancreas izquierdo; lo mismo en el pancreas derecho; y extremo y base del cuerpo pancreatico;

haciendo un corte transversal de aproximadamente 3 mm, para luego preparar bloques en parafina.

Posteriormente, se prepararon en laminas de carga positiva “Globe Scientific Inc.” cortes

de aproximadamente Sum de espesor de tejido “en blanco” usando un micrétomo.

2.2.- Anticuerpos y reactivos:

Los anticuerpos y reactivos utilizados, se enlistan en los cuadros 1 y 2. Estos fueron
empleados segun las especificaciones dadas por los fabricantes. El protocolo usado para la técnica
de inmunohistoquimica fue la ABC (Anexo 1), para asi identificar las células o (delta) y las PP

en las laminas “en blanco”.
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Cuadro 1.- Inmunohistoquimica del pancreas endécrino de alpacas: anticuerpos usados y dilucion
empleada.

Anticuerpo Reaccion Laboratorio Dilucién Cat. N°

n
usado e usada

“Anti-Pancreatic

“US Biollogical Life

Polypeptid” Bovino _ 1:500 P3000-01
Sciences”

(Polyclonal)

“Anti-SSTR3” “US Biollogical Life

(Polyclonal) Humano Sciences” 1:500 335588

Cuadro 2.- Reactivos empleados para la inmunohistoquimica en pancreas endécrino de alpacas.

Reactivo Laboratorio Dilucion usada Cat. N°
“ImPACT DAB and “Vector Laboratories, 30 ul DAB para Iml. de  ¢¢qp_
Peroxidase Substrate” Inc.” diluyente. »

4105

_ “Vector Laboratories, Listo para uso. “pPK.

“Vectastain ABC KIT” Inc.” 610(;"

2.3.- Inmunohistoquimica:

La técnica de Inmunohistoquimica constituye un tratamiento en el que las laminas son
sometidas a un proceso para desparafinar con un sustituto de xilol (Neo Clear), por dos ocasiones,
cada uno de 10 minutos. Posteriormente, las ldminas fueron hidratadas dos veces en etanol al
100%, para bloquear la peroxidasa enddgena durante un periodo de 30 minutos se utilizaron
metanol (200 ml) y agua oxigenada (4 ml).

Las muestras fueron hidratadas en 2 ocasiones con alcohol de 96°, 1 vez con alcohol de
70° y otra con alcohol de 50°, durante 5 minutos cada una. Se continu6 con lavados en un buffer
PBS en nimero de tres, cada uno de cinco minutos. Se realizo recuperacion del antigeno usando
un buffer citrato, que fue estandarizado a un pH 6 usando HCI; las laminas fueron colocadas en
esta solucion llevadas al horno microondas (750 watts) por el tiempo de diez minutos. Tres nuevos

lavados fueron realizados con solucion PBS por 5 minutos.

A temperatura ambiente utilizando “Albumina de Suero Bovino” (BSA 1%) se inactivaron
las uniones inespecificas en una camara himeda durante 30 minutos. En la cdmara humeda se

aplicé los anticuerpos primarios para somatostatina y para PP, ambos en dilucién al 1:500,
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dejandolos hasta el siguiente dia. Luego, se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos,
finalmente durante 30 minutos se incub6 con un anticuerpo secundario e nuevamente lavados en

buffer PBS.

Antes de revelarlo usando 3,3'-Diaminobenzidine (DAB), el sustrato AB fue aplicado
empleando una camara himeda a temperatura ambiente durante 30 minutos, y luego se procedio
a lavar en buffer PBS tres repeticiones, durante cinco minutos cada uno. La marcacion se presentd
a los 15 minutos para polipéptido pancreatico y 20 minutos para la somatostatina, por lo que
usando agua corriente se cortd la reaccion. Previa utilizacion del colorante Hematoxilina de Harris
por cinco segundos, se enjuagod usando “agua corriente” y luego se uso “agua destilada” cada uno

por cinco minutos. El exceso de la coloracion se eliminé usando “agua corriente”.

Se deshidraté mediante dos repeticiones de cinco minutos cada uno en alcohol creciente,
empezando al 50°, 70°, 96°, etanol al 100% y finalizar con Neo Clear, para luego montar las
laminas en Balsamo de Canada durante 10 segundos, dejandose secar por 48 horas y luego limpiar

las Iaminas del excedente del pegamento.

Como control positivo de la deteccion de somatostatina y PP se usé una muestra

pancreatica de rata adulta, pues Elayat er al., (1995) public6 resultados en esta especie.

2.4 Lectura de laminas:

Se registraron todos los hallazgos empleando un microscopio trinocular con camara
incorporada (AmScope, USA), . La lectura fue realizada con objetivo de 10x y 40x; y el programa

para registrar las imagenes fue proveido por la empresa “AmScope” en una computadora.
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Figura 1. Islote pancreatico de alpaca - coloracion hematoxilina 40x

La lectura fue realizada en zigzag para no repetir los campos. Se contabilizaron los islotes
totales hallados y los que presentaron una marca positiva a la hormona (coloreadas de dorado
claro a marrén oscuro), con el objetivo de medir que proporcion del islote contiene dicha hormona.

Se clasifico la tincién de forma cualitativa como 0= no hubo inmunomarcacién; 1=
inmunomarcaciéon leve; 2= inmunomarcaciéon moderada y 3= inmunomarcacion fuerte.
Finalmente, se compararon los resultados observando las variaciones en las diferentes secciones

del pancreas y por edades de los individuos en estudio.

Figura 2.- Marcacion positiva, principalmente en grado 2 hasta 3, a polipéptido pancreatico en
islotes endocrinos en pancreas de alpaca. (IHQ, 40x).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los islotes fueron hallados en diferente tamafio y forma, con células variables en
proporcidon y numero. Los” islotes de Langerhans” fueron observados dispersos por todo el tejido
pancreatico y se observaron en los cortes secciones como masas irregulares de células. Esta
descripcion de la forma difiere con la informacion de los islotes pancreaticos en otras especies
domesticas en general. El tamafio de los islotes mostrd una variacion considerable dentro de la
misma especie.

Se distinguieron areas de células palidas clasificadas como islotes que se encontraban
infiltradas por una rica vasculatura y tienen alrededor tejido pancreatico exocrino de color mas
oscuro. En el péancreas exocrino se hallaron células endocrinas individuales, y la disposicion de
las células de los islotes estaban distribuidas en grupos con una perspectiva tridimensional.

Se buscaron dos tipos de células que pudieron distinguirse sobre la base de la reaccion
inmunohistoquimica de las hormonas producidas por las células delta (somatostatina) y PP
(polipéptido pancredtico) presentes en su citoplasma. Se hizo pruebas de control de los
anticuerpos en pancreas de ratas tanto en el caso de polipéptido y somatostatina (figuras 3 y 4,
respectivamente) en los que se observo la presencia de ambos tipos celulares en el contorno de
los islotes con una marcacion leve, en grado 1, conforme a lo observado en anteriores estudios

(Steiner, 2010).
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Figura 4. Control positivo de somatostatina (delta) en pancreas de ratas. (IHQ, 40x).

A pesar de tener un solo campo de observacion, las células endocrinas variaban de islote
a islote. Las células PP mostraron una mayor presencia entre ambos tipos de células en los islotes
observados.

En el caso de las células PP se observd una baja distribucion uniforme y una gran
variabilidad. Este tipo de célula se observo individualmente o en grupo alrededor del islote, a
veces formando una corona alrededor de las células centrales en caso de células presentes en gran
numero. La mayor concentracion de estas células fue registradas a nivel del cuerpo y lobulo
derecho de la poblacion de estudio. Se pudo observar que en los animales juveniles y mayores se
acentud la presencia de estas células tanto en pancreas derecho y en el cuerpo del pancreas
(Figuras 5 a 10).

El grado de marcacion observado fue principalmente en grados 1 y 2, con una respuesta
entre leve y media para la presencia del PP, ademés se pudo identificar la presencia “Islotes ricos
en células PP” indistintamente en los diversos sectores del pancreas (ver figura 10), mencionados
en estudios previos (Baskin, 2015). El porcentaje de marcacion positiva en islotes del pancreas

para células PP seglin grupo, son descritos en el cuadro 3.
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Observamos que tanto el 16bulo derecho como el cuerpo del pancreas contienen un fuerte

porcentaje de células PP, las que se distribuyen en la periferia y dentro del islote endocrino.

Cuadro 3.- Porcentaje de marcacion positiva en islotes del pancreas para células PP.

Seccion Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

. 1 2 3 4 5 6

pancreatica

Loébulo 90% 40% 36% 90% 28% 36%

Izquierdo

Loébulo 41% 59% 63% 83% 50% 69%

Derecho

Cuerpo 63% 90% 91% 100% 55% 43%

Figura 5. Inmunomarcacion positiva de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancredtico (C) en alpacas recién nacidas (Grupo

1). (IHQ, 40x).

17



o7 ‘.5 s vl‘ " % C . :.,' i !

Figura 6. Inmunomarcacioén positiva de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancreatico (C) en alpacas crias entre 1 y 2 semanas

de edad (Grupo 2). (IHQ, 40x).

Figura7. Inmunomarcacion positiva de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
péncreas derecho (B) y cuerpo pancreatico (C) en alpacas crias de 1 mes de vida (Grupo 3).
(THQ, 40x).
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Figura 8. Inmunomarcacion positivr;t de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancredtico (C) en alpaca de 4 meses de vida (Grupo
4). (IHQ, 40x).

Figura 9. Inmunomarcacion positiva de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancreatico (C) en alpaca joven, entre 1 y 2 afios de
edad (Grupo 5). (IHQ, 40x).
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Figura 10. Inmunomarcacioén positiva de células PP presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancreatico (C) en alpaca adulta, mayor a 2 afios de
edad (Grupo 6). (IHQ, 40x).

En cuanto a la cantidad de o (delta), que producen somatostatina, se registré baja
frecuencia al ser evaluados todas las edades y secciones obtenidas. Sin embargo, pudo
identificarse células delta en individuos muy jovenes entre recién nacidos y 4 meses de edad, en
los que se encontraron células con tincion positiva de baja intensidad a somatostatina, marcacion

grado 1.

Cuadro 4.- Porcentaje de marcacion positiva en islotes del pancreas para células delta.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Seccién 1 2 3 4 5 6
Pancreas Izquierdo 25% 25% 13% 22% 5% 0%
Pancreas Derecho 3% 23% 32% 30% 5% 0%
Cuerpo pancreatico 0% 3% 25% 5% 0% 0%

Como se puede observar, las células delta se hallaron en ambos l6bulos del pancreas y con
mayor frecuencia en animales de menor edad, probablemente porque ain se encuentran en

crecimiento, lo que provoca una mayor variacion de somatostatina y sus antagonistas (Figuras 17
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a20). En el grupo 5 y 6 (animales juveniles y adultas), la presencia de células delta fue muy débil.

En el caso de recién nacidos (grupo 1) a juveniles (grupo 5) se reconocieron células delta en
la periferia del islote, no obstante, también se observaron en el centro; mientras que en alpaquitas

del grupo 2 y crias del grupo 4 y para alpacas adultas (grupo 6) no se observo su presencia.

Figura 11. Inmunomarcacion positiva de células & (delta) presentes en pancreas izquierdo en
alpacas recién nacidas (Grupo 1). (IHQ, 40x).

B el Fau- a0 S A XN

Figura 12. Inmunomarcacion positiva de células & (delta) presentes en pancreas izquierdo (A),
pancreas derecho (B) y cuerpo pancreéatico (C) en alpacas crias entre 1 y 2 semanas de edad
(Grupo 2). (IHQ, 40x).
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Figura 13.- Inmunomarcacion positiva de células 6 (delta) presentes en pancreas izquierdo
(A), pancreas derecho (B) y cuerpo pancreatico (C) en alpacas de 1 mes de vida
(Grupo 3). (IHQ, 40x).

Figura 14.- Inmunomarcacion positiva de células § (delta) presentes en pancreas izquierdo (A) y
pancreas derecho (B) en alpacas de 4 meses de vida (Grupo 4). (IHQ, 40x).

Estudios previos han registrado alteraciones en cuanto a la presencia y distribucion de las

células & (delta) y células PP en los “islotes de Langerhans”, asi Hafez ef al. (2015) menciona

una diferencia clara en cuanto a la proporcion de células beta y alfa que es mayor en camellos y

equinos en comparacion a los vacunos, donde las células beta y PP son las predominantes.
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En el caso de bovinos, equinos y camellos estas células se distribuyeron en la periferia de
los islotes pancreaticos (Helmstaedter et al., 1976; Bonner-Wier y Like, 1980; Al Ani, 1987;
Furuoka et al., 1989). Ali y Masaad (2007) determinaron que estas células pueden ubicarse central
o periféricamente, semejante a lo encontrado en el presente estudio. Actualmente, se ha registrado
que tanto las células 6 (delta) y PP pueden situarse en casi todo el “islote pancreatico”, como es
en el caso de camellos y caballos, mientras que en bovinos se hallan en la periferie del islote segiin

menciona Hafez et al., (2015).

En cuanto al ganado vacuno, los islotes endocrinos contienen a las células beta en
posicion central, siendo las de mayor numero, aunque algunas veces las células beta pueden
extenderse hacia la periferia, esta masa central se rodea principalmente de células alfa. Las células
delta se ubican en la periferia del islote pancreéatico y en ocasiones se dispersan hacia el centro;
mientras las células PP suelen situarse en la periferie del islote pancreatico segin menciona

Bonner-Wier y Like, (1980).

Hiratsuka et al. (1996) reportaron que existen islotes con un gran nimero de células alfa,
los cuales se caracterizan por tener mayores proporciones de células delta; y los islotes con gran
cantidad de células PP y beta, que son frecuentes en aquellos que contienen bajos nimeros de
células alfa.

Khatim et al., (1985) y Zghair, (2016) mencionan que en camellos dromedarios (Camelus
dromedarius), los “islotes de Langerhans” se caracterizan por presentar células beta distribuidas
en la parte central, rodeados en su mayoria por células alfa mientras que las células delta se
encuentran en poca cantidad. El polipéptido pancreatico lo encontraron dentro del islote y tejido
€xocrino.

En el caso de los equinos (Equus caballus) suelen tener mayor poblacion de células B en
el islote, formando un manto en torno al centro de este. En el centro del islote existen células alfa
que forman una masa, rodeadas casi enteramente una capa de c€lulas productoras de insulina,
segun menciona Helmstaedter ez al., (1976) y Ito et al., (1978). En caso de las células delta, en el
pancreas del caballo, se pueden distribuir en la periferia del islote, alrededor de las células beta o
entre células alfa y beta del islote de manera discontinua, segiin indica Forssmann (1976), en
cambio, Furuoka et al., (1989) indica que las células PP se ubican eventualmente en el contorno
del islote.

Las células B conforman la principal poblacion endocrina en cabras (Capra aegagrus
hircus), que se ubican centralmente, mientras que en la periferia se pueden observar las células
alfa. Por otro lado, de forma grupal y presentes en el interior y periferia del islote se encuentran
las células delta, mientras que las células PP se ubican en grupos numerosos dentro del islote

pancreatico segun menciona Reddy et al., (1985).
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Reddy et al. (1988) estudiaron las células endocrinas pancreaticas en el feto y el desarrollo
de los islotes, indicando que a los 40 dias de gestacion en ovinos domésticos (Ovis aries) las
células PP solo estaban disponibles como células individuales. Conforme el feto se desarrolla,
también aumenta la presencia de células PP. Estas células estan situadas periféricamente, y
ocasionalmente pueden ubicarse al centro del “islote pancreatico”. En el caso de las células delta,
refleja la misma figura que las células PP, con una pequeiia proporcion de células delta de
desarrollo temprano, que se encuentran periféricamente y centralmente, con el islote en desarrollo,
y en nimero superior en etapas posteriores del desarrollo fetal.

Se han reportado islotes con un tipo de celular particular en algunas especies, tales como
un estudio en caninos en el que se identifico grupos celulares que fueron denominadas “islotes de
Langerhans ricos en células alfa” e “islotes de Langerhans ricos en células PP”, ambos se
encuentran en una relacion inversa (Muranishi et al., 1999). Chuan et al., (2015) observaron esta
misma caracteristica en marsupiales, aves y monotremas. Mientras, Wang er al. (2013)
determinaron que en humanos un area menor del 2% del pancreas es rico en células PP.

Seguin Hellerstrom et al., (1988); Finegood et al., (1995) y Montanya et al., (2000),
indican que el estado fisiologico del animal se puede influir por la proporcion entre células PP y
delta, segun se trate de un adulto macho o hembra, una hembra gestante en principio o a término,
un animal juvenil o una cria, que va a tener diferentes necesidades de las hormonas estudiadas
segun sus necesidades fisiologicas. Se han reportado que nuevas células pueden formarse a causa
de neogénesis, la diferenciacion de células endocrinas en el epitelio ductal del islote o por
replicacion de las mismas células ya existentes en el islote pancreatico. Otros estudios realizados
en islotes pancreaticos de ovejas de raza Mehraban encontraron que estos islotes variaban segiin
la edad y estado de los animales. Alcanzando su mayor tamafio en animales recién nacidos,
sexualmente maduros, viejos y fetos, de mayor a menor en ese orden (Mansouri ef al., 2006).

Las publicaciones de Kim et al., (2009) y Steiner et al., (2010) que retinen informes sobre
estudios en pancreas de roedores, humanos, primates, gatos, perros, caballos, cabras, ovejas,
cerdos, camellos, conejos, bufalos, elefantes, marsupiales, aves, reptiles, anfibios y peces,
senalaron que la constitucidn de los islotes variaba dentro de una misma especie; observando una
amplia gama de morfologias en diversas condiciones fisiologicas, incluyendo el embarazo, la
obesidad y la diabetes. Por lo tanto, se puede inferir que una condicion fisioldgica particular puede
conducir al desarrollo de células endocrinas de un tipo celular en el islote pancreatico dependiendo

de las necesidades fisiologicas del animal.
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V. CONCLUSIONES

Las células PP fueron identificadas, destacando en el cuerpo pancreatico, el 16bulo
derecho y alrededor de los islotes endocrinos en el pancreas de las alpacas que forman
parte del presente estudio. Asimismo, se observaron islotes en los que predominan las
células PP, comparable con aquellos llamados “islotes ricos en células PP hallados en

diferentes especies.

En los primeros meses de vida de las alpacas se observaron en mayor cantidad células
secretoras de somatostatina, que en animales juveniles mayores a 1 afio y adultos. Estas
células se ubicaron en la periferia y centro de los islotes endocrinos de alpacas menores

a 2 anos.
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Anexo 1.- PROTOCOLO PARA TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA ABC

Sustituto de Xilol (Neo Clear): 2 pasajes de 10 minutos cada uno

Etanol 100%: 2 pasajes de 10 minutos cada uno

Metanol 200ml mezclado con 4ml de perdxido de hidrogeno, incubados por 30 minutos, para
bloquear la peroxidasa endogena

Etanol de 96°: 2 repeticiones de 5 minutos cada uno

Etanol de 70° por 5 minutos

Etanol de 50° por 5 minutos

Uso de buffer “PBS”: 3 pasajes de 5 minutos cada uno

Recuperacion antigénica con calor usando buffer citrato ph 6 sometido al calor en horno microondas
de 750 watts por diez minutos. Dejar enfriar.

Uso de buffer “PBS”: 3 pasajes de 5 minutos cada uno

En camara humeda, aplicar BSA 1% e incubar por 30 minutos, para inactivar uniones inespecificas.
En camara humeda, aplicar el anticuerpo primario en toda la muestra. Dejar incubando por 24 horas
en refrigeracion (4-7°C)

Uso de buffer “PBS”: 3 pasajes de 5 minutos cada uno

En camara htimeda, aplicar el anticuerpo secundario en toda la muestra. Dejar incubando por 30
minutos a temperatura del ambiente.

Uso de buffer “PBS”: 3 pasajes de 5 minutos cada uno

En camara humeda, aplicar el regente AB en toda la muestra. Dejar incubando por 30 minutos a
temperatura del ambiente.

Uso de buffer “PBS”: 3 pasajes de 5 minutos cada uno

Aplicacion de DAB para el revelado. Se observa la inmunomarcacion apuntando el tiempo
empleado y se corta la reaccion usando agua corriente.

Un lavado en agua corriente por cinco minutos

Un lavado en agua destilada por cinco minutos

Hematoxilina de Harris por 5 segundos.

Un lavado en agua corriente por cinco minutos

Un lavado en agua destilada por cinco minutos

Etanol al 50°: un pasaje de 5 minutos

Etanol al 70°: un pasaje de 5 minutos

Etanol al 96°: 2 pasajes de 5 minutos cada uno

Etanol 100%: 2 pasajes de 5 minutos cada uno

Sustituto de Xilol (Neo Clear): 2 pasajes de 5 minutos cada uno
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28. Pegamento Neomont o Balsamo de Canada: 10 segundos y colocar portalamina, dejar secar por 48

horas.
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