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Identificacion inmunohistoquimica de las células productoras
de somatostatina y polipéptido pancreatico en pancreas
de alpacas (Vicugna pacos)
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RESUMEN

El estudio tuvo por finalidad identificar y evaluar las células gamma (PP) y delta en
pancreas de alpacas mediante inmunohistoquimica (IHQ). Las muestras se obtuvieron de
30 alpacas de la sierra sur del Pert (crias, jovenes y adultas). Se utilizaron cortes
histologicos de 5 um de espesor (3 por 16bulo y 2 del cuerpo). Se us6 un kit comercial de
THQ y anticuerpos policlonales (anti-PP y anti-SSTR3) para identificar las células PP y
delta, asi como muestras de pancreas de rata como controles positivos. La intensidad de
la marcacion se clasificd cualitativamente entre 0 (sin marcacion) hasta 3 (marcacion
fuerte). Las células PP estaban presentes en todos los grupos etarios, principalmente en
el cuerpo y lobulo derecho del pancreas, observandose principalmente en la periferia y
zona intermedia de los islotes con una marcacion media y fuerte. Las células delta esta-
ban presentes en ambos 16bulos hasta los 4 meses de edad, sin observarse en juveniles
ni en adultos. Las células delta se observaron principalmente en la periferia de los islotes
con una marcacion leve.

Palabras clave: alpaca; polipéptido pancreatico; somatostatina; pancreas;
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify and evaluate gamma (PP) and delta cells in
alpaca pancreas by immunohistochemistry (IHC). Samples were obtained from 30 alpacas
from the southern highlands of Peru (crias, juveniles and adults). Histological sections of
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5 um thickness (3 per lobe and 2 of the body) were used. A commercial kit of IHC and
polyclonal antibodies (anti-PP and anti-SSTR3) were used to identify PP and delta cells.
Rat pancreas samples were used as positive controls. The intensity of the marking was
qualitatively classified between 0 (no marking) and 3 (strong marking). PP cells were
present in all age groups, mainly in the body and right lobe of the pancreas, being
observed mainly in the periphery and intermediate zone of the islets with a medium and
strong marking. Delta cells were present in both lobes until 4 months of age, without
being observed in juveniles or adults. Delta cells were observed mainly on the periphery

of the islets with a light marking.

Keywords: alpaca; pancreatic polypeptide; somatostatin; pancreas; immunohisto-

chemistry

INTRODUCCION

La alpaca (Vicugna pacos) es la espe-
cie de mayor difusion de los camélidos sud-
americanos, y se le cria en extensas areas de
pastos naturales en las zonas altoandinas,
donde no es posible el desarrollo de la agri-
cultura y la crianza exitosa de otras especies
de animales domésticos. Las alpacas convier-
ten con eficiencia la vegetacion nativa de
estos ambientes en carne y fibra de alta cali-
dad (Quispe ef al., 2009). La estructura de
las visceras y glandulas anexas del aparato
digestivo de esta especie muestra diferencia
morfoldgicay funcional con relacion a otros
rumiantes, especialmente a los bovinos.

La descripcion macroscopica del
pancreas ha sido documentada (Navarrete y
Sato, 2010; Chavez et al., 2015; Panesi,
2016). A pesar de ello, se dispone de escasos
trabajos referentes a las caracteristicas de la
histologia del pancreas endocrino de la alpa-
ca, quién presenta valores de glucosa eleva-
dos en comparacion a los bovinos, ovinos y
caprinos, ademas de presentar resistencia a
la insulina sin desarrollar las complicaciones
de cuadros clinicos de diabetes.

El conocimiento de la anatomia micros-
copica de los islotes de Langerhans es de
fundamental importancia para la evaluacion
de los principios generales de la regulacion
de la secrecion endocrina de los islotes
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pancreaticos en los mamiferos en general y,
especificamente, de la alpaca. La presencia
de somatostatina (SST) se ha descrito en di-
ferentes zonas del sistema nervioso central
(SNC), asi como en numerosos tejidos
periféricos, incluyendo el pancreas (Chanclon,
2013). Estudios in vitro indican que el
polipéptido pancreatico (PP) estimula la se-
crecion enzimatica, lo cual sefialaria una po-
sible accion paracrina en las células acinosas
y ductales (Gutiérrez, 1988).

La técnica de inmunohistoquimica
(IHQ) permite la identificacion, sobre mues-
tras tisulares o citologicas, de determinados
antigénicos caracteristicos de cada tipo celu-
lar, que son importantes en los diferentes pro-
cesos celulares, tales como diferenciacion y
funcién celular. La aplicacion directa de
anticuerpos policlonales 0 monoclonales so-
bre secciones tisulares permite la localizacion
microanatomica de su expresion y su corre-
lacion con los parametros morfoldgicos, au-
mentando la sensibilidad y especificidad del
estudio y proporcionando informacion adicio-
nal esencial (Yang et al., 2011).

La IHQ fue empleada en el presente
estudio paralaidentificacion delostiposce-
lulares delta 'y PP, objetivo de este estudio,
debido a la especificidad que tienen por la
reacci on antigeno-anticuerpo con lashormo-
nas buscadas. Antes delaadopcién delatéc-
nicade |HQ setuvo dificultades paralaiden-
tificacion deloscomponentes celularesdelos
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islotes, llegando incluso a encontrarse algu-
nos de ellos cuyas células alfa y beta no se
coloreaban y, que se denominaron en ese
momento, como «third cell type» (Baskin,
2015). No obstante, la adopcion de la técni-
ca de IHQ ha permitido el desarrollo de tra-
bajos de identificacion de estos tipos celula-
res en multiples especies. Por otro lado, debe
indicarse que también se utiliza la
inmunofluorescencia para su identificacion
(Chuan et al., 2015).

El presente estudio tuvo como objetivo
brindar informacion basica de la ubicacion y
presencia de las células encargadas de la pro-
duccion de somatostatina y el polipéptido
pancreético para posteriores estudios sobre
la fisiologia endocrina del pancreas en la al-
paca.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon 30 pancreas de alpacas
Huacaya de las provincias de Canchis en la
region Cusco y de Melgar en la region Puno,
Peru. Se utilizaron cinco animales por grupo
etario: recién nacidos, 1-2 semanas, 1 mes, 4
meses, 1-2 afios y adultos (mayores de 2
anos). El estudio tuvo la aprobacion del Co-
mité de Etica y Bienestar Animal de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos (Cons-
tancia 2017-002-UNMSM).

Coleccion de Muestras

Los animales fueron obtenidos de co-
munidades alpaqueras, ya sea por descarte
fenotipico o por estar destinadas al camal.
Para el sacrificio, se aplico pentobarbital
sodico como eutanasico, via endovenosa en
sobredosis a razon de 10 mg/kg. Luego, se
realizd una incisidn en la superficie ventro-
lateral del tercio medio del cuello para expo-
ner la vena yugular y arteria carotida para
realizar el desangrado.
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Se colectaron las muestras de pancreas
y se conservaron en formaldehido tamponado
al 10%, para su transporte al Laboratorio de
Anatomia Animal de la Facultad de Medici-
na Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, en Lima. Alli se pro-
cedio a la diseccion y separacion de las por-
ciones segun la zona del 6rgano.

Cada pancreas fue dividido en ocho seg-
mentos: extremo del 16bulo izquierdo, medio
del l6bulo izquierdo, base del 16bulo izquierdo,
extremo del 16bulo derecho, medio del 16bulo
derecho, base del 16bulo derecho, extremo del
cuerpo y base del cuerpo. De cada segmen-
to se tomo6 una seccion transversal de 3 mm
de grosor, que incluia tanto la zona cortical
como central del pancreas, para su inclusion
en parafina. Una vez obtenidos los bloques
parafinados, se realizaron cortes de 5 pm de
espesor y se procedio al montaje en laminas
positivadas (Item 1354W - Globe Scientific Inc).

Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizd la técnica de IHQ con los
anticuerpos y reactivos indicados en los cua-
dros 1y 2, siguiendo las especificaciones de
los fabricantes para la identificacion de célu-
las delta y PP en cortes histologicos. Asimis-
mo, la técnica de IHQ se realizo siguiendo el
protocolo de inmunohistoquimica ABC
(Zanuzzi, 2010) estandarizado, con la dife-
rencia en el tiempo de revelado empleando el
cromogeno 3,3'-diaminobenzidine (DAB) que
fue de 15 min la marcacion para el polipéptido
pancreatico y de 20 min en el caso de la
somatostatina.

Como control positivo se utilizd
pancreas de rata adulta, tanto para la detec-
cion de somatostatina como de polipéptido
pancreatico (Elayat et al., 1995).

Lectura de Laminas
La lectura de las laminas se realizd con
un microscopio trinocular AmScope M-370

(EEUU), registrandose los hallazgos con una
camara digital para microscopio (AmScope
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Cuadro 1. Anticuerpos utilizados para la
IHQ en islotes endocrinos pancreaticos

Anticuerpo

(tipo)! Huésped Fuente Dilucion

Anti-Pancreatic
Polypeptide.
(policlonal)
Anti-SSTR3.
(policlonal)

Conejo Bovino 1:500

Conejo Humano 1:500

Fuente: US Biological Life Sciences

Cuadro 2. Reactivos utilizados para la técnica
de inmunohistoquimica (IHQ) en islotes
endocrinos pancreaticos

Reactivos Dilucion 6ptima

30 ul de
cromogeno en 1 ml
de diluyente

ImmPACT DAB
peroxidase substrate

Vectastain ABC kit Listo para su uso

Fuente: Vector Laboratories (SA)

FMAO050). El conteo de islotes totales y con
marcacion positiva se realizo con ocular de
10X y objetivo de 10X, mientras que el regis-
tro de los hallazgos se realizo con la cdmara
FMAO050 (con una resolucion de 8 MP) y con
un objetivo de 40X. El programa utilizado para
el registro de las imagenes fue de la misma
casa matriz (AmScope).

Se contabiliz6 el nimero de islotes tota-
les hallados en cada lamina y el numero de
islotes que presentaron marcacion positiva a
la hormona estudiada para hallar la propor-
cion de islotes con presencia de la citada hor-
mona. Para evitar el conteo repetido de los
islotes se hizo movimientos en zigzag con la
lamina. Se consider6 marcacion positiva a
aquellas células que se tifieron de un color
dorado (desde dorado claro hasta marréon
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oscuro, debido a la reaccidon entre los
anticuerpos y el cromoégeno revelador). La
intensidad de la marcacion se clasifico
cualitativamente como 0: sin marcacion, 1:
marcacion leve, 2: marcacion mediay 3: mar-
cacion fuerte. Se realizo la comparacion de
los resultados hallados y se observaron las
variaciones que podian presentarse entre las
secciones del pancreas y los grupos etarios.

RESULTADOS

Los islotes presentaron diversas formas
y tamaiios, con niimero variable de células y
en diferentes proporciones de tipos celula-
res. Los islotes de Langerhans se observa-
ron como masas irregulares de células, lo cual
difiere de la informacion conocida en otras
especies domésticas.

Los islotes fueron vistos como areas
compactas de células palidas, infiltrados con
una gran cantidad de vasos sanguineos capi-
lares y rodeados de tejido pancreatico
exocrino mas oscuro. Con regular frecuen-
cia se observaron lo que parecian ser células
endocrinas individuales dentro del pancreas
exocrino. Las células de los islotes estaban
dispuestas de manera tal que sugerian gru-
pos o cordones en una perspectiva
tridimensional.

Células PP

Las proporciones de estas células
endocrinas variaron entre islotes, incluso en-
tre islotes ubicados en un mismo campo de
observacion, pero siempre en mayor concen-
tracion que las células delta.

Las células PP se presentaron en for-
ma individual o en grupos en la zona periférica
del islote, en ocasiones formando una corona
en torno a las células centrales, mostrando
una marcacion en grado 2 o 3. Estuvieron
presentes en mayor concentracion en el cuer-
po y lobulo derecho de los animales estudia-
dos, especialmente en el caso de animales
juveniles y adultos (Figura 1). La marcacion
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Cuadro 3. Islotes de Langerhans en pancreas de alpacas con marcaje positivo a células
productoras de polipéptido pancreatico, expresado en porcentaje, segun grupo

etario

Seccién Recién 12 Juvenil 4 qultas

. . 1 mes 4 meses (1-2 ~
pancreatica nacidos  semanas - (>2 afios)

afnos)

Loébulo izquierdo 90 40 36 90 28 36
Lébulo derecho 41 59 63 83 50 69
Cuerpo 63 90 91 100 55 43

Cuadro 4. Hallazgos de islotes de Langerhans con marcaje positivo a células delta

productoras de somatostatina

Juvenil

Seccion Recién 1-2 Adultas
. . 1 mes 4 meses (1-2 ~
pancreatica nacidos  semanas ~ (>2 afios)
afios)
Lébulo izquierdo 25 25 13 22 5 0
Loébulo derecho 3 23 32 30 5 0
Cuerpo 0 3 25 5 0 0

positiva de islotes con presencia de células
conteniendo PP en los grupos etarios se mues-
tra en el Cuadro 3.

Se pudo observar una mayor presencia
de células PP en el 16bulo derecho del
pancreas, asi como una presencia constante
en el cuerpo del mismo, siempre prevalecien-
do en una ubicacion periférica dentro del is-
lote endocrino. También se pudo observar la
presencia de los denominados «Islotes ricos
en células PP» en diversas areas del tejido
pancreatico (Figura 2).

Células Delta

La presencia de células delta, produc-
toras de somatostatina, fue escasa en la ma-
yoria de individuos y secciones (Cuadro 4).
Estas células fueron observadas en animales
recién nacidos y hasta de 4 meses, con mar-
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cacion positiva a somatostatina con una co-
loracion de baja intensidad (grado 1). No se
encontraron en alpacas adultas.

Se observo una mayor presentacion de
células delta en los 16bulos, tanto derecho
como izquierdo, que en el cuerpo del pancreas
en animales de menor edad, posiblemente
debido a que estos individuos se encuentran
en pleno crecimiento y, por lo tanto, con ma-
yor fluctuacion de somatostatina y sus anta-
gonistas (Figura 3). Las células delta, en ani-
males juveniles y adultos se encontraban con
presencia minima.

Las células delta tenian una ubicacion
periférica dentro de los islotes endocrinos en
animales recién nacidos hasta juveniles, aun-
que también se observo células en posicion
central en animales de 1 semana hasta de 4
meses.
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Figura 1. Islotes de Langerhans en pancreas de alpacas con marcacion positiva a presencia de
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células células productoras de polipéptido pancreatico (IHQ, 400X). A: en lobulo
izquierdo en recién nacida. B: en el cuerpo en cria de 1-2 semanas. C: en el cuerpo de
cria de 1 mes. D: en el 16bulo izquierdo de cria de 4 meses. E: en el cuerpo de alpaca
jovende 1-2 afios. F: Islote donde se puede observar la presencia de los denominados
«Islotes ricos en células PP» en el 16bulo derecho de alpaca adulta

Rev Inv Vet Pert 2018; 29(1): 95-105
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Figura 2. Islote con marcacion positiva a pre-
sencia de células delta en lobulo izquierdo del
pancreas de alpaca recién nacida (IHQ, 400X)

DiscUusION

Diversos estudios indican una variacion
en la presencia de las células productoras de
somatostatina y polipéptido pancreatico, asi
como en la distribucion de las mismas en las
diferentes areas de los islotes de Langerhans
del pancreas. En el caso del camello y del
caballo tienen una mayor proporcion de célu-
las beta y alfa (productoras de insulina y
glucagon, respectivamente) que de células
delta y PP (productoras de somatostatina y
polipéptido pancreatico, respectivamente), a
diferencia de los vacunos donde las células
beta predominan seguidas de las células PP,
y en menor proporcion las células delta y alfa
(Hafez et al., 2015).

En la distribucion de las células PP y
delta en el islote endocrino, la mayoria se lo-
caliza en la periferia de los islotes en el caso
de bovinos (Bonner-Wier y Like, 1980), ca-
ballos (Helmstaedter e al., 1976; Furuoka et
al., 1989) y camellos (Al Ani, 1987). Otro
estudio en camellos sefiala que su localiza-
cion puede ser periférica o central (Ali y
Masaad, 2007), con bastante semejanza a lo
encontrado en el presente trabajo. Estudios
recientes confirman que las células delta y
células PP se localizan en todo el islote, tanto
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en camellos como en caballos, mientras que
su distribucion es periférica en el caso de los
bovinos (Hafez et al., 2015).

Los islotes endocrinos en bovinos (Bos
taurus) presentan una masa central de célu-
las beta, que comprenden la mayor poblacion
de células endocrinas primarias. Esta masa
central estd parcialmente rodeada por un
manto de células alfa, aunque las células beta
a veces se extienden hacia la periferia. Las
células delta también estan localizadas prin-
cipalmente en la periferia del islote, exten-
diéndose a veces en la parte central, mien-
tras que las células PP estan situadas en una
zona densa en la periferia del islote (Bonner-
Wier y Like, 1980). Asimismo, se han repor-
tado islotes con niimero alto de células alfa e
islotes con alto nimero de células PP (y cé-
lulas beta); ademas, que se tiene mas células
delta en islotes con proporciones mas altas
de células alfa, y mas células PP en islotes
con proporciones mas bajas de células alfa
(Hiratsuka et al., 1996).

En camellos dromedarios (Camelus
dromedarius), el tipo celular prevaleciente
son las células beta y se encuentran en el
centro de los islotes. Estan rodeados por un
manto de células alfa con un pequefio niume-
ro de células delta. Las células PP se en-
cuentran dentro del islote, asi como en el te-
jido exocrino. Las células endocrinas se en-
cuentran en cantidades y proporciones aproxi-
madamente iguales en las diversas regiones
del pancreas (Khatim et al., 1985; Zghair,
2016).

En caballos (Equus ferus caballus), las
células beta comprenden la mayoria de la
poblacion de células endocrinas de los islotes
y forman una capa casi continua alrededor
del centro del islote. Se observa una masa
central de células alfa, casi enteramente ro-
deada por un manto de células beta
(Helmstaedter et al., 1976; Ito et al., 1978).
Las células delta se encuentran en forma
discontinua en la periferia de los islotes, ya
sea en la periferia con las células beta o en-
tre los grupos de células alfa y beta
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Figura3. Islotes de Langerhans en pancreas de alpaca con marcacion positiva a presencia de
células delta (IHQ, 400X). A: en el cuerpo de cria entre 1-2 semanas. B: en el 16bulo
derecho de cria de 1 mes. C: en el lobulo izquierdo de cria de 4 meses

(Forssmann, 1976). Las células PP también
se encuentran esporadicamente en la perife-
ria (Furuoka et al., 1989).

En cabras (Capra aegagrus hircus),
las células beta son la poblacion primaria de
células endocrinas. Estas células estan loca-
lizadas centralmente, mientras que las célu-
las alfa se localizan tipicamente en la perife-
ria. Las células delta estan dispuestas en gru-
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pos que corren a través del islote, y estan
presentes tanto en el interior como en la peri-
feria. Las células PP estan situadas en gru-
pos densos dentro del islote (Reddy et al.,
1985).

En un trabajo sobre el desarrollo de cé-
lulas endocrinas fetales y la formacion de is-
lotes en ovinos domésticos (Ovis aries)
gestantes, Reddy et al. (1988) encontrd que
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las células PP son raras y que solo se en-
cuentran como células individuales a los 40
dias de gestacion, aumentando en niimero con
el desarrollo fetal. Similar situacion fue indi-
cada para el caso de las células delta.

Se ha reportado, en multiples especies,
la presencia de islotes en los que prevalecen
un tipo de células en particular. Por ejemplo,
los denominados islotes pancreaticos ricos en
células alfa e islotes pancreaticos ricos en
células PP, que se encuentran en una rela-
cion inversamente proporcional, en el caso
de caninos (Muranishi et al., 1999),
marsupiales, monotremas y aves (Chuan et
al., 2015). En humanos se ha determinado
que un area especifica del pancreas, menor
al 2% del area total, es donde se encuentra la
mayor concentracion de islotes ricos en cé-
lulas PP (Wang et al., 2013).

La variacion existente en la proporcion
de células PP y delta puede estar influenciada
por el estado fisioldgico individual de cada
animal (sexo, gestacion, edad). Algunos es-
tudios informan que nuevas células surgen
por neogénesis o diferenciacion de las célu-
las endocrinas del islote del epitelio ductal o
por la replicacion de las células de islotes
existentes (Finegood et al., 1995; Montanya
et al., 2000; Wang et al., 2001). Estudios en
ovejas Mehraban determinaron que los islo-
tes de Langerhans presentan un mayor ta-
maio en recién nacidos y disminuian de ta-
maifio con la edad (Mansouri et al., 2006).

Steiner et al. (2010) y Kim et al. (2009),
en estudios con una gran variedad de espe-
cies encontraron no solo una gran variacion
en la composicion de los islotes entre espe-
cies, sino también dentro de la misma espe-
cie. Asimismo, por efecto de la gestacion,
obesidad y diabetes; de alli que se puede in-
ferir que un estado fisiologico en particular
puede desencadenar el desarrollo y prolife-
racion de islotes endocrinos compuestos por
un tipo de células segun el requerimiento fi-
siologico del individuo.
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CONCLUSIONES

e Las células PP se presentan en el
pancreas de la alpaca, especialmente en
el cuerpo y 16bulo derecho, localizandose
en la periferia de los islotes endocrinos.

e Seencontro la presencia de islotes don-
de predominan las células PP, similares
a los denominados «islotes ricos en cé-
lulas PP» encontrados en otras especies.

e Las células delta, secretoras de
somatostatina, fueron observadas en el
pancreas de la alpaca desde los prime-
ros meses de vida, disminuyendo su pre-
sencia con el avance de la edad de los
animales. Se les encuentra en ambos 16-
bulos del pancreas endocrino, tanto en
la periferia como en la zona central de
los islotes endocrinos.
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