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Desarrollo de los Islotes de Langerhans en Pancreas de
Alpacas Neonatas

DEVELOPMENT OF ISLETS OF LANGERHANS IN PANCREAS OF NEONATAL ALPACAS

José Rodriguez G.15, Juan Espinoza B.?, Gabriela Rojas Z.2, Boris Lira M.,
Maria Vasquez C.%, Bernardo Ldpez-Torres?, César Caro M.*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el desarrollo posnhatal de los Islotes de
Langerhans (IL) en alpacas de 0 a 45 dias de edad. Los animales fueron agrupados en
nueve grupos etarios con rangos de cinco dias se edad. El nimero de IL varid entre 3.03
a4.46 en campos de 10x (con ocular de 10x), el diametro de IL entre 67.89 a 72.55 um, el
ntmero de células f dentrodel IL de 23.79247.08 y el resto de células de 18.15 a 39.93. Por
otra parte, el receptor de insulinay la proteina de transporte GLUT-2 fueron observadas
mediante la técnica de inmunohistoquimica a partir del primer dia de edad. Se concluye
que los IL incrementan en ndmero y tamafio con la edad (p<0.05), mientras que las células
f no muestran esta tendencia.

Palabras clave: pancreas endocrino, crias de alpaca, desarrollo neonatal

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the postnatal development of Islets of
Langerhans (IL) in alpacas of 0 to 45 days of age. The animals were divided in nine age
groups with range of five days. The mumber of IL varied from 3.03 to 4.46 in 10x fields
(with an ocular of 10x), the IL diameter varied from 67.89 to 72.55 um, the number of 3 cells
in the IL from 23.79 to 47.08 and other cells from 18.15 to 39.93. Moreover, the insulin
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receptor and the transport protein GLUT-2 were observed by immunohistochemistry on
the first day of life. It is concluded that the number and size of IL increased with age
(p<0.05) while 3 cells do not show the same trend.

Key words: endocrine pancreas, baby alpaca, neonatal development

INTRODUCCION

La glucosa es la principal fuente de ener-
gia que utiliza la célula. En los mamiferos, la
regulacion de la concentracion del azucar en
sangre es esencial para el organismo y se
realiza mediante un equilibrio entre el flujo de
glucosa dentro y fuera del espacio
extracelular, a través de la secrecion coordi-
nada de insulina y glucagon (Unger, 1991;
DeFronzo, 1997).

La morfogénesis y la diferenciacion del
pancreas y sus tipos celulares son muy con-
servados entre los vertebrados durante el
desarrollo fetal. El pancreas se desarrolla
como estructura de yemas simples en el tubo
del intestino primitivo a un 6rgano muy rami-
ficado con muchos tipos de células especiali-
zadas (Kimy MacDonald, 2002). El pancreas
maduro es un 6rgano bifuncional constituido
principalmente por tejido exocrino organiza-
do en acinos que segregan zimdgenos con
fines digestivos en la luz intestinal; en tanto
que la otra porcion pancreética, incorporado
dentro del tejido exocrino, esta conformada
por los Islotes de Langerhans, que albergan
los distintos tipos de células endocrinas (Slack,
1995).

Los islotes contienen un nimero varia-
do de células, que mediante técnicas de
inmunohistoquimica y procedimientos de
tincion especializados, se pueden identificar
tres tipos principales: células o, B y 8, que
son irregulares y se encuentran mezcladas y
dispersas por todo el islote (Cabrera et al.,
2006). Ademas, hay otros tipos de células en
menor proporcion, como las células de se-
crecion de polipéptido pancreatico (PP) y las
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células dendriticas. Las secreciones produc-
to de estas células son: célula o, glucagén;
célula 5, somatostatina y gastrina; célula
dendritica, antigeno clase Il con capacidad
fagocitica (Leprini et al., 1987); célula PP,
polipéptido pancreatico; y célula 3, insulina y
el polipéptido amiloide del islote (IAPP). Sin
embargo, no todas las células & secretan |APP
(Iki'y Pour, 2006).

El metabolismo de la glucosa en
camélidos no es del todo explicado y son po-
cos los estudios relacionados a su metabolis-
mo en crias de alpaca. Se sabe que las lla-
mas y las alpacas mantienen altas concen-
traciones de glucosa en sangre (media: 7.0
mmol/L, rango: 4.6-8.9 mmol/L) (Lassen et
al., 1986; Fowler y Zinkl, 1989), mas similar
a la de un animal no rumiante; dado que es-
tos Gltimos mantienen una baja concentracion
de glucosa en sangre (2.5-4.2 mmol/I) si se le
compara con animales no rumiantes como el
caballo (4.2-6.4 mmol/L) o el cerdo (4.7-8.3
mmol/L) (Kaneko, 1989). Las llamas y las
alpacas muestran, ademas, una respuesta
hiperglicémica extrema (concentraciones de
glucosa en sangre entre 11.1 a 16.6 mmol/L)
en respuesta a situaciones de estrés, incluso
minimas (Fowler y Zinkl, 1989; Cebra et al.,
2001a,b). La glucosa elevada en la sangre en
llamas y alpacas puede ser de alguna forma
explicada por estudios que muestran una res-
puesta de resistencia lenta y moderada a la
insulina, algo similar a una condicion de dia-
betes humana (Cebra et al., 2001a,b).

El conocimiento del metabolismo
glucostatico en crias de alpacas tiene que ser
explicado a fin de que estos conocimientos
puedan servir para entender si trastornos a
este nivel intervienen en la alta incidencia de
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fisiopatologias entéricas en crias de alpaca.
El objetivo del estudio fue, por lo tanto, de-
terminar el desarrollo posnatal del pancreas
endocrino de crias lactantes de alpaca me-
diante el nimero y didmetro de los Islotes de
Langerhans y el nimero de células beta
pancreaticas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El presente estudio se llevé a cabo en
comunidades alpaqueras de los departamen-
tos de Puno y Cusco, situadas por encima de
los 3800 msnm. El procesamiento de las
muestras se hizo en el Laboratorio de Fisio-
logia Animal de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos y en el Laboratorio de Pato-
logia Animal del Servicio Nacional de Sani-
dad Agraria (SENASA), en el departamento
de Lima, Perd.

Animales y Muestras

Se utilizaron 36 crias de alpacas de 0 a
45 dias de edad. Los animales fueron dividi-
dos en nueve grupos etarios, cada uno for-
mando un bloque de cinco dias de edad. Se
tomaron muestras de pancreas, se fijaron en
formol al 15% por 48 horas 0 mas y se redu-
jeron a un tamafio aproximado de 0.5 x 0.5 x
0.5 cm para el procesamiento de parafinado.

Las muestras en parafina fueron
seccionadas a un grosor de 4 um y tefiidas
con hematoxilina-eosina (H-E). Otro grupo
fue seccionado a un grosor de 6 pm, donde
la mitad fue tefiido con Tricrémico de Gomori
(para diferenciar células B de otros tipos ce-
lulares del pancreas endocrino) y la otra par-
te fue procesada por inmunohistoquimica
(IHQ), donde se usaron anticuerpos
policlonales especificos contra el receptor de

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 381-388

insulina (R1) y el transportador de glucosa 2
(GLUT?2), siguiendo el protocolo del labora-
torio fabricante (Santa Cruz Biotechnology,
EEUU).

Se visualizaron los Islotes de
Langerhans (IL) y las células B (del resto
celular) mediante el uso del microscopio Zeiss
Primo Star, y con ayuda del software de me-
dicién bidimensional Axion Vision (Carl Zeiss,
Alemania) se determind el crecimiento de los
islotes (en micras). Ademas, se determind el
namero de islotes por campo de 10X (y con
ocular de 10X) y el nimero celular por islote
(Lis et al., 2003).

Los resultados se evaluaron mediante
la prueba de andlisis de varianza de una sola
via con un nivel de confianza del 95%. Asi-
mismo, se realizo la observacion por IHQ del
Rl y GLUT 2 como proteinas que demues-
tran funcionalidad de las células a
pancreaticas.

REsuLTADOS

El nimero de IL vari6 entre 3.03 a 4.46
(Fig. 1), el didmetro vari6 entre 67.89 a 72.55
pum (Fig. 2), y el ntmero promedio de células
B dentro de los IL vari6 entre 23.79 a 47.08 y
el resto de células entre 18.15 a 39.93 (Fig.
3). Las variaciones en frecuencia en rela-
cion al grupo etario 1 (0-5 dias de edad) se
muestran en el Cuadro 1. Asimismo, el re-
ceptor de insulina y la proteina de transporte
GLUT-2 se apreciaron desde el primer dia
de edad de los animales.

Se puede observar que tanto el nimero
como el diametro de los IL han incrementado
acorde con la edad de los animales, mostran-
do diferencias estadisticas entre los grupos
etarios extremos. Asi entre 1y 3 versus 9 en
el caso del nimero de IL (Fig. 1) yentre 1, 3y
4 versus 9 para el diametro de los IL (Fig. 2).
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Figural. Numero de los Islotes de Langerhans (IL) en tejido pancreatico de nueve grupos
etarios de alpacas ([1]: 0-5, [2]: 6-10, [3] 11-15, [4]: 16-20, [5]: 21-25, [6]: 26-30, [7]:
31-35, [8]: 36-40, [9]: 41-45 dias de edad). Grupos con letras a y b son estadisticamente
diferentes (p<0.05)
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Figura 2. Diametro de los Islotes de Langerhans (IL) en tejido pancreatico de nueve grupos
etarios de alpacas ([1]: 0-5, [2]: 6-10, [3] 11-15, [4]: 16-20, [5]: 21-25, [6]: 26-30, [7]:
31-35, [8]: 36-40, [9]: 41-45 dias de edad). Grupos con letras a y b son estadisticamente
diferentes (p<0.05)

384 Rev Inv Vet Pert12015; 26(3): 381-388



Desarrollo posnatal del pancreas endocrino en alpacas neonatas

70

50 -

40 ~

N° células/IL

H Celulas B

oTC

|
30 1 BT T T
20 ! T ; I !
10
0 - | | | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grupo etario

Figura 3. Nuamero de células By otros tipos celulares (OTC) dentro de los Islotes de Langerhans
(IL), en tejido pancreatico de nueve grupos etarios de alpacas ([1]: 0-5, [2]: 6-10, [3]
11-15, [4]: 16-20, [5]: 21-25, [6]: 26-30, [7]: 31-35, [8]: 36-40, [9]: 41-45 dias de edad)

Cuadro 1. Variaciones porcentuales’, acorde con la edad, de las caracteristicas celulares de
los Islotes de Langerhans (IL) en relacién al grupo etario

Grupo etario?

1 2 3 4 5 6 7 8 9
NO de IL 1 100 1.00 113 114 118 120 143 1.47
Digmetro de IL 1 102 1.00 101 105 104 1.05 1.06 1.07
Células beta 1 106 143 129 140 107 086 075 0.72
Otros tipos celulares 1 079 105 104 146 085 0.79 0.66 0.82
Relacion celulasbeta/ o5 6 05 06 05 06 06 06 05

total células

! Valores basados en el grupo etario 1

2 [1]: 0-5, [2]: 6-10, [3] 11-15, [4]: 16-20, [5]: 21-25, [6]: 26-30, [7]: 31-35, [8]: 36-40, [9]: 41-45 dias de

edad

Discusion

La homeostasis glucémica se debe prin-
cipalmente al correcto funcionamiento del
pancreas endocrino, a través de sus
secreciones hormonales como son la insulina
y el glucagdn. Alteraciones en este sistema
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endocrino causaran trastornos metabolicos
hipo o hiperglucémicos (DeFronzo, 1997), de
alli la necesidad de conocer el desarrollo
posnatal de los IL para la interpretacion de
los cambios glucostaticos que ocurren en el
animal. Diversos estudios en el humano so-
bre los mecanismos del IL posnatal y el cre-
cimiento de las células  han sido publicados
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(Bonner-Weir y Sharma, 2006; Granger y
Kushner, 2009; Rankin y Kushner, 2009).

Los resultados encontrados guardan
relacion con otros estudios en mamiferos,
como es el caso del cuy (Rodriguez et al.,
2012), donde se evidenciaron diferencias sig-
nificativas entre animales recién nacidos y
destetados. En forma similar, en humanos se
observa que la masa de células p aumenta
con la edad, presentando las mayores tasas
de crecimiento durante los primeros seis afios
de vida (Meier et al., 2008). Por otro lado, en
roedores (Finegood et al., 1995; Scaglia et
al., 1997; Trudeau et al., 2000; Herbach et
al., 2005) se ha podido demostrar que la ex-
pansion temprana de los IL est4 asociada con
una alta tasa de replicacion celular dentro de
los islotes ya existentes y no por la neogénesis
a partir de precursores o células madre (Dor
et al., 2004; Bouwens y Rooman, 2005; Nir
et al., 2007; Dor y Melton, 2008).

El pancreas endocrino en la rata sufre una
remodelacion durante la segunda semana des-
pues del nacimiento. La masa de células  no
aumenta a pesar de una alta replicacion de célu-
las B pues a la vez se presenta un alto nivel
de apoptosis (Scaglia et al., 1997). Este fe-
nomeno probablemente sucederia en el
pancreas endocrino de alpacas neonatas, don-
de se muestra que hay una disminucion del
namero de células B pancreaticas en algu-
nos grupos etarios (Cuadro 1).

En el estudio de Rodriguez et al. (2012)
en cuyes lactantes, se determiné que las cé-
lulas B fueron observadas desde el primer dia
de edad, de forma similar al presente estu-
dio. Sin embargo, el nimero de células B de
los IL en el pancreas endocrino de cuyes se
incrementaron acorde con la edad, a diferen-
cia del presente estudio en alpacas. Ademas,
el aumento celular en cuyes presentd6 mese-
tas, en forma similar a observaciones en la
rata (Svenstrup et al., 2002). Por otro lado,
en el cerdo, el volumen promedio de las célu-
las p aumenta progresivamente en el periodo
posnatal, llegando a una meseta a los 60 dias
de edad (Bock et al., 2003).
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Segun el Cuadro 1, el nimero de célu-
las B en la alpaca no presenta un cambio sig-
nificativo con la edad, tal vez debido a que el
tejido del islote se “diluye’ por el crecimiento
posnatal mas exuberante del tejido exocrino
después del nacimiento. Sin embargo, nue-
vas células surgen por neogénesis o diferen-
ciacion de las células endocrinas del islote
del epitelio ductal o por la replicacion de las
células de islotes existentes (Hellerstrom et
al., 1988; Finegood et al., 1995; Montanya et
al., 2000).

La identificacién de células B desde el
primer dia de edad en alpacas al igual que en
cuyes (Rodriguez et al., 2012), mediante la
tincion especifica de Tricrdmico de Gomori,
indica que el proceso de diferenciacion celu-
lar en el pancreas endocrino comienza en la
etapa fetal. Este proceso de diferenciacion
celular se debe a la proteina PDX1, la cual
genera la maduracion de las células de los
islotes (Jonsson et al., 1994; Harrison et al.,
1999), la diferenciacién de las células B
(Kojima et al., 2002; Imai et al., 2005), asi
como el mantenimiento de la madurez y fun-
cion de las células B mediante la regulacion
de varios genes relacionados con estas célu-
las (Holland et al., 2005).

Otro consideracion en este estudio es
que las células B representaron mas del 50%
de las células totales dentro del islote, lo que
guarda relacion con el nimero de células
en cuyes (65% del total de células dentro de
los islotes en todas las edades) (Rodriguez et
al., 2012).

CONCLUSIONES

e El nimero y tamafio de los Islotes de
Langerhans en la alpaca incrementan con
la edad neonatal.

e Las células dentro del IL, con las técni-
cas empleadas, no muestran un creci-
miento significativo en tamafio con la
edad del animal.

Rev Inv Vet Perd2015; 26(3): 381-388
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