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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue conocer el desarrollo macro y microscopico post natal de la
glandula adrenal y determinar la presencia de células productoras de cortisol y receptoras de
ACTH, mediante estudio inmunohistoquimico (IHQ) de las glandulas adrenales en crias de
alpaca. Asi mismo se determiné niveles de cortisol en suero. Se emplearon 15 crias de alpacas
aparentemente sanas en IVITA Marangani, Cusco, comprendidos entre los 7 y 45 dias de edad,
de las cuales 10 eran machos y 5 hembras. Las muestras se trabajaron en los Laboratorios de
Anatomia Animal, Fisiologia Animal y en la seccién de Ictiopatologia del Laboratorio de
Histologia, Embriologia y Patologia Animal FMV UNMSM. Las ldminas histolégicas se
hicieron en la Unidad Centro de Diagndstico de Sanidad Animal del SENASA. La ubicacién de
las glandulas adrenales de las crias de alpaca en la cavidad abdominal fue similar al del caballo
y del perro. La gldndula adrenal del lado izquierdo fue mds grande y de un mayor peso, sin
embargo, hasta el mes de edad de las crias de alpaca ambas glandulas tienen un tamafio y peso
similar, para luego del mes de edad seguir el patrén morfolégico para las especies domésticas.
La corteza adrenal fue més desarrollada que la médula adrenal, siendo la zona fasciculada la de
mayor dimensién. Las células productoras de cortisol se ubicaron de preferencia en la zona
fasciculada de la corteza adrenal; sin embargo, también hay reaccidén positiva por IHQ en la
zona reticular aunque muy suave. Esta reaccién fue més notoria en crias de alpaca mayores de 1
mes de edad. Las células receptoras de ACTH en la gldndula adrenal se ubicaron principalmente
en la zona glomerulosa con una marcacidn fuerte, mientras que en la zona fasciculada y reticular
hubo marcacién de forma leve. Se encontr6 que los valores promedio de cortisol en suero fueron
de 1.203ug/dl con DS de 0.632, siendo estos valores en crias mayores del mes de edad,
similares a los valores encontrados en terneros.

Palabras claves: Crias de alpaca, glandula adrenal, anatomia, histologia, inmunohistoquimica

(IHQ), cortisol, ACTH.



ABSTRACT

The stress response is little known in South American camelids. It is considered that
glucocorticoids, produced especially cortisol in the adrenal glands, constitute one of the main
mechanisms of immunosuppression mediators produced by stress. The aim of this study was to
develop macro and microscopic postnatal adrenal gland and the presence of cortisol-producing
cells by immunohistochemistry (IHC) of the adrenal glands in baby alpaca between birth and 45
days old. It also was determined in serum cortisol levels. Fifteen apparently healthy baby alpaca
were used in IVITA Marangani, between 7 and 45 days of age, of which 10 were male and 5
female. The samples were worked in the Laboratories of Animal Anatomy, Animal Physiology
and in the Ichthyopathology section of the Laboratory of Histology, Embryology and Veterinary
Pathology FMV UNMSM. The histological films were made at the Center for the Diagnosis of
Animal Health of SENASA. The location of the adrenal glands of baby alpaca in the abdominal
cavity was similar to the horse and dog. The left adrenal gland was larger and more weight,
however, until the month of age of baby alpaca both glands have a similar size and weight, and
then the month-old to follow the morphological pattern for species household. The adrenal
cortex was more developed than the adrenal medulla, the zona fasciculata being the larger.
Cortisol-producing cells are located preferably in the zona fasciculata of the adrenal cortex, but
also there IHC positive reaction in the reticular zone although very soft. This reaction was more
pronounced in baby alpaca over 1 month old. The ACTH receptor cells in the adrenal gland
were located mainly in the glomerular zone with a strong marking, whereas in the fasciculate
and reticular zones there was slight marking. It was found that the mean values of serum cortisol
were 1.203ug/dl with DS of 0632, these values being higher in offspring month of age, similar

to the values found in calves.

Keywords: Baby alpaca, adrenal gland, anatomy, histology, immunohistochemistry (IHC),

cortisol, ACTH.



I. INTRODUCCION

La alpaca es un camélido sudamericano doméstico importante en nuestro pais pues es
criado principalmente por productores de recursos econdmicos precarios en las zonas
altoandinas siendo la produccion de fibra y carne su principal ingreso. La alpaca puede convertir
con cierta eficiencia el alimento, principalmente ichu, en productos usados por estos pobladores,
aunque esta produccién se enfrente a lugares agrestes y fuertes heladas, con alta mortalidad de

crias y deficiencias en el control sanitario y reproductivo.

La glandula adrenal es una de las glandulas endocrinas que intervienen directamente en
los fendmenos que se desencadenan en un sindrome general de adaptacién al producir y liberar
al torrente sanguineo diversas hormonas como son los mineralocorticoides y glucocorticoides
producidos en la corteza adrenal; y la adrenalina y noradrenalina producidos en la médula
adrenal, pero que sin embargo su estudio macroscépico y microscépico en crias de alpaca ha

sido poco estudiado.

Para que se presenten enfermedades en los animales dependen de factores de riesgo
como son el tipo de agente infeccioso, las condiciones ambientales adecuadas y la respuesta al
estrés por parte del hospedero. Las gldndulas adrenales participan directamente en los
mecanismos del estrés a través de una activacion fisiologica en el hipotilamo, luego en la
hipofisis y finalmente en las glandulas adrenales, siendo los glucocorticoides los mediadores de
la inmunosupresién producida por estrés. Cuando no existe una respuesta rdpida o de
adaptaciéon, no hay una adecuada relacién de los sistemas nervioso, inmune y endocrino,
permitiendo que las crias se encuentren susceptibles a cualquier enfermedad. La frecuencia de
estas enfermedades neonatales en crias de alpaca se dan entre la segunda y tercera semana de
vida, disminuyendo la produccién y limitando las posibilidades de seleccién y mejoramiento

genético.



A través del estudio de glandulas adrenales de crias de alpaca comprendida en estas
edades nos permitird conocer el aspecto macroscépico y microscépico post natal de la glandula
adrenal y determinar la presencia de células productoras de cortisol y receptoras de ACTH

mediante inmunohistoquimica.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.Generalidades

Los camélidos sudamericanos (CSA) segtn lo descrito por Wheeler (1988) comprende
cuatro especies, de las cuales dos son domésticas: la llama (Lama glama) y la alpaca (Vicugna
pacos), mientras que dos especies son silvestres: el guanaco (Lama guanicoe) y la vicufia

(Vicugna vicugna).

El Perd es el pais considerado el principal productor de camélidos sudamericanos
representado por 3685500 cabezas de alpacas segtin el dltimo censo INEI (2012), de las cuales
le corresponde a la raza Huacaya un 80.4%, luego la raza Suri con 12.2% y cruzados con 7.3%.
La poblacién alpaquera se concentra en la Sierra en un 99.5% donde predomina la raza
Huacaya, mientras que en la Costa peruana se encuentra solo el 0.5% de la poblacién alpaquera

predominando los capones; en la Selva peruana no se reportan alpacas (INEIL, 2012)

El mayor porcentaje de criadores de alpacas son pobladores de la Sierra peruana,
pequeiios productores que son parte de los estratos sociales més pobres del pais, habitan zonas
agrestes y carentes de educacion, salud, tecnologia, asi como les es dificil la comercializacion
de sus productos debido a la falta de infraestructura vial y adecuado manejo de sus animales. En

estas comunidades alpaqueras destaca la presencia de la mujer (FAO, 2005).

La ganaderia de CSA viene a ser la principal actividad econdémica de la region
altoandina pues son fuente de fibra, carne, de trabajo y de muchos subproductos, destacandose
por la eficiencia de estos animales en el uso de la tierra agreste y vegetacion escasa en los paises
donde se concentra la mayor poblacién natural de estas especies como son: Argentina, Bolivia,

Chile, Ecuador y Perd (FAO, 2005).



En la crianza de alpacas y llamas destaca la produccién de fibra, fundamentalmente la
de alpaca, por su alto valor en los mercados internacionales debido a su fina textura (FAO,
2005). Esto brinda una alternativa de ingreso econdmico al poblador rural ante la crianza
deficiente de otras especies pecuarias tradicionales con muy bajo rendimiento en la altura

(CONCYTEC, 2006).

Los CSA poseen una anatomia y fisiologia particular que le permiten una buena
adaptacion a condiciones de altura y en donde existe escasez de forraje. Algunas
particularidades son por ejemplo, la forma eliptica de los glébulos rojos que podria facilitar el
transporte de oxigeno en la altura; otra es la mayor capacidad de digestion de la fibra que les
permite conservar mayor proporcién de nutrientes de los pastos. Los CSA presentan una
anatomia digestiva dividida en compartimentos, similar a los rumiantes, pero una conformacién
anatémica del cuerpo y de las extremidades, similar al equino, que les permitiria movilizarse

con un consumo minimo de energia, lo que es importante en las condiciones de hipoxia de las

grandes alturas. (FAO, 2005).

Por otro lado, seglin comenta Ameghino y De Martini (1991), el mayor porcentaje de
muertes se concentran en la etapa neonatal de la crianza de alpacas, estudio realizado en las
organizaciones alpaqueras ubicadas en Puno y Junin pues al parecer los primeros 30 dias son los

mas criticos.

2.2. Caracteristicas morfoldgicas de la glandula adrenal

2.2.1. Macroscopicas:

Las gldndulas adrenales son gldndulas pares, aplanadas y localizadas cranealmente al
borde anterior de los rifiones. El tamafio de las glandulas depende del tamafio del cuerpo y las
condiciones fisicas del animal. La glandula izquierda a menudo es mdas grande que la derecha
(Faulkin et al., 1967). La glandula adrenal izquierda queda a algunos centimetros por delante
del rifién del mismo lado, y se ubica a la izquierda de la arteria mesentérica craneal (Habel,

1968).



Las glandulas adrenales en los animales corresponderian a las gldndulas suprarrenales
en los humanos (Gélvez, 2009). La glandula adrenal estd conformada por una corteza y una
médula, considerandose fisiolégicamente mds importante a la corteza, que favorece el

mantenimiento de la homeostasis (Gonzales, 1994).

Konig y Liebich (2005) sefialan que las gldndulas adrenales en los animales domésticos
se desarrollan bilateralmente, pero a pesar de su ubicacién cercana a los rifiones, no tienen
relacién funcional con éstos. La forma de ambas glandulas adrenales en las especies domésticas

es bastante irregular (Figura 1).

Gato

Perro

Pequeiios rumiantes Bovino Caballe

Figura 1. Representaciéon esquemdtica de las gldndulas adrenales de diversas especies de
animales domésticos (Konig y Liebich, 2005).

La alpaca adulta presenta dos glandulas adrenales, derecha e izquierda. La derecha tiene
forma alargada y la izquierda ligeramente prismatica. El peso y tamafio son muy semejantes

comparativamente a la oveja (Nufiez, 1968).

La corteza tiene un color cremoso o amarillento segtin sea su contenido lipoideo. Las
adrenales de los rumiantes y cerdos no son muy coloreadas, dada su poca cantidad de lipidos.
En el caballo, perro, gato y pollo, la corteza adrenal es de color méis cremoso o amarillento
debido a su mayor cantidad de lipidos. La médula es de color rojo oscuro, por la abundante red

de venas (Sisson et al., 1990)



En el ser humano y en algunos otros animales, la gldndula suprarrenal del recién nacido
es proporcionalmente mayor que la del adulto porque existe una capa conocida como corteza

fetal o provisional entre la médula y la delgada corteza definitiva (Junqueira y Carneiro, 2006).

2.2.2. Microscopicas:

Las glandulas adrenales tienen diferente origen embrioldgico, la corteza es de origen
mesodérmico, mientras que la médula proviene del ectodermo del tejido simpatico,

considerdndose a esta tltima como un paraganglio simpatico (Konig y Liebich, 2005).

Junqueira y Carneiro (2006) describen la arquitectura general de la gldndula adrenal
conformado por una cédpsula, un plexo arterial subcapsular, una corteza adrenal dividida en tres
zonas: glomerular, fascicular y reticular, y una médula adrenal, con una gran vena suprarrenal.

(Figura 2).

Zona
fascicular

Figura 2. Arquitectura general de la glandula suprarrenal (Junqueira y Carneiro, 2000).



Montalvo (1977) realizé un estudio histolégico a las gldndulas adrenales de 25 alpacas
adultas empleando diversas coloraciones como fueron Hematoxilina-eosina, varios tricrdmicos
(Mallory, Shorr y Gomory) y sudan IV en cortes en criostato. Definiendo en la corteza tres
zonas: una periférica formando arcos celulares, una intermedia mas desarrollada con gotas de
lipidos y una interna formada por cordones celulares en forma de red, entre todas estas zonas se

encuentran muchos capilares sinusoides; luego le continda la médula.

2.3. Funcion de la glandula adrenal

Las glandulas adrenales son imprescindibles para la vida; cuando faltan o no segregan
hormonas, aparecen alteraciones del equilibrio idnico y del metabolismo glucidico que
conducen a la muerte. En cada glandula se distingue una region cortical, la corteza, que produce
hormonas esteroideas, vitales, y otra regién central o medular, la médula, que segrega
catecolaminas, no estrictamente necesarias. La corteza viene a ser el 80% de la glandula y el
20% restante corresponde a la médula. Las funciones endocrinas en ambas regiones son muy
distintas y también difieren por su origen embriolégico, que para la corteza es mesodérmico, a
partir del epitelio celémico préximo al rodete germinal, lo que explica su parentesco quimico
entre las hormonas adrenocorticales y las gonadales; mientras que el de la médula es
neuroectodérmico, con células equivalentes a la de los ganglios simpéticos, aunque modificadas

(Barber y Ponz, 2000).

Dal Zotto (2002) menciona que la corteza adrenal se divide en tres zonas
histolégicamente distintas: 1) zona glomerular o externa, que se sitia debajo de la capa de
tejido conjuntivo y que secreta mineralocorticoides principalmente aldosterona, la cual regula
el balance de agua, el balance de sodio y el equilibrio osmético, 2) zona fascicular o
intermedia y la md&s ancha de las tres, que secreta glucocorticoides (en el hombre y otras
especies el glucocorticoide principal es el cortisol y en los roedores la corticosterona), el
cortisol y la corticosterona regulan el metabolismo de las proteinas, los hidratos de carbono y
las grasas (Gdzquez y Blanco, 2004) (Gélvez, 2009); 3) zona reticular, que es la més interna y
delgada, secreta hormonas sexuales (andrégenos y estrégenos) que regulan las caracteristicas
sexuales del macho (Konig y Liebich, 2005) pero normalmente en cantidades pequefias con

poco efecto sobre la funcién reproductora.



Por tanto, la mayor cantidad de hormonas se dan en la corteza adrenal y son el cortisol o
corticosterona, que son tipicos glucocorticoides, secretados en la zona fasciculada; la
aldosterona, que es un mineralocorticoide, secretada por la zona glomerular y los andrégenos,

principalmente testosterona, secretada en la zona reticular (Akers y Denbow, 2013).

La médula adrenal secreta dos hormonas, la adrenalina que se incrementa como
respuesta al estrés inmediato; y la noradrenalina, que mantiene normal la circulaciéon de la
sangre mediante la regulacién de la presion arterial (Gazquez y Blanco, 2004) (Konig y Liebich,

2005).

2.4. Estrés

Alvarez (2007) hace referencia que para la presentacién de ciertas enfermedades, es el
estrés uno de los factores de riesgo. Por lo que Alvarez (2007) define estrés “como la respuesta
de un organismo a una demanda que le obliga a cambiar o adaptarse. La manera en la que un
animal responda a estas demandas determinard su conducta. Cualquier estimulo recibido causa
estrés y éste es el determinante que hace que un organismo se adapte. Los mecanismos del
estrés consisten en una activaciéon del eje hipotdlamo- hipéfisis- adrenales, aumento de
glucocorticoides en el torrente circulatorio y de la liberacién de catecolaminas y activacion del
componente simpdtico. Ante una situacién de estrés (miedo, hambre, dafio fisico, etc) el
hipotdlamo hace que la hipdfisis anterior libere hormona ACTH, la cual actda sobre la corteza
de las glandulas adrenales para que éstas a su vez liberen glucocorticoides. En grados altos de
estrés, estos glucocorticoides tienen efecto inmunosupresor (inhibiendo a los linfocitos T

colaboradores de clase 1 y a los macréfagos)”.

Alvarez (2007) también indica que “debido a su complejidad, la interrelacién de la
inmunidad con la neurologia y la endocrinologia aun no estd completamente comprendida, pero
existen sélidas evidencias de la comunicacion tridireccional entre los sistemas inmune, nervioso
y endocrino. El estrés cursard con elevacion de sus principales indicadores: cortisol, aldosterona
y colesterol. En el medio interno se producird una hiperglucemia, que junto a las alteraciones
hematoldgicas son los cambios més tipicos del estrés: leucocitosis, neutrofilia, linfopenia y
eosinopenia (leucograma del estrés). Por tanto, los estresores pueden afectar la salud del
individuo aumentando la susceptibilidad a las infecciones. El SN, el sistema endocrino y el

sistema inmune constituyen un integrado y Unico sistema de defensa”.



Coppo (2004) menciona que el estrés incluye diestrés, con consecuencias negativas para
el animal sometido a estrés, y eustrés, con consecuencias positivas para el sujeto estresado. Se
entiende por eustrés cuando la respuesta del animal al estrés favorece la adaptacién al factor
estresante; pero si la respuesta del animal al estrés no favorece o dificulta la adaptacién al factor
estresante, entonces se le conoce como diestrés. Tanto en eustrés y diestrés hay igual liberacion
de cortisol. “Disturbios de distinta naturaleza, incluyendo cambios sociales, emocionales y
alimentarios, generan un mecanismo neuroendocrino de defensa (sindrome general de
adaptacidn), tendiente a restaurar la armonia homeostatica. Tal esfuerzo se desarrolla en tres
etapas consecutivas, denominadas fase de alarma simpatica (breve, fugaz), fase de resistencia
(duradera, estrés) y fase de agotamiento (pérdida de la adaptacion y ruptura del estado de salud,
distrés). Inicialmente, las tensiones provocan que el sistema nervioso accione sobre la médula
adrenal liberando catecolaminas, pero si la sobrecarga continia operando se estimulard la

corteza adrenal, con secrecién de gluco y mineralocorticoides”

Es conocido que el vivir en la altura significa someterse a un medio donde predomina
una baja presiéon de oxigeno. Ante esta situacion dificil, el organismo responde en diversas
formas para obtener una adaptacién a este medio hipdxico, las cuales pueden ser diferentes de
acuerdo a la magnitud de la hipoxia. La hipoxia de altura, resulta ser un estimulo agreste para la
fisiologia del nativo de altura, la cual para mantener el medio interno requiere modificar el

funcionamiento adrenal (Gonzales, 1994).

Gutiérrez et al., (2001) comenta algunos aspectos adaptativos que presentan los
camélidos sudamericanos que “al igual que ocurre con el hombre y otras especies mamiferas, la
respuesta de los camélidos sudamericanos a la exposicion a altas latitudes es un incremento en
la concentracién de hemoglobina y una disminucién de la afinidad del oxigeno por la sangre.
Sin embargo, la llama y la vicufia de los andes no muestran esta clase de adaptacion. Incluso a
altisimas altitudes, su hematocrito es usualmente bajo y su afinidad por el oxigeno es la mayor
de las conocidas de entre los mamiferos. Adicionalmente, estas especies estdn caracterizadas por

una alta densidad capilar de los musculos y un peso relativamente mayor del corazon”.

Los niveles de glucocorticoides, especialmente el cortisol, son los indicadores mads
usados para evaluar el estrés. El cortisol se ha medido en plasma, suero, heces y saliva de
bovinos; los niveles de cortisol son influidos por ritmos circadianos y sus episodios de

liberacion son casi siempre irregulares (Dantzer et al., 1993).



Guerra-Garcia et al., (1975) en La Raya, Puno, estudi6 el cortisol mediante RIA en 14
alpacas hembras y 14 machos adultos, observando gran variacion individual en la respuesta,
siendo siempre mayor la concentracién en las hembras, indicando que en “la alpaca la hormona

glucocorticoide mas importante seria la corticosterona”.

La respuesta al estrés es poco conocida en camélidos sudamericanos. Florez (1997)
midié cortisol y los cambios de dindmica sanguinea en vicufias posteriormente a la captura y
esquila, compardndolo con muestras basales tomadas a animales que no fueron sometidos a
manejo alguno, encontrando diferencia significativa entre los grupos, siendo mayor el nivel de

cortisol en animales luego del manejo.

Bravo et al., 2001 reporta concentraciones de cortisol que fueron determinados durante
los periodos perinatales y de destete en alpacas. 50 machos y 50 hembras fueron escogidos al
azar (25 en cada periodo) para la coleccidon de sangre durante el dia de parto, 3 y 5 dias después
del nacimiento. Para el periodo de destete, las muestras de sangre fueron recogidas 2 dias antes,
durante el dia de destete (0), y al 3er y Sto dia después del destete. El cortisol fue determinado
usando un protocolo ELISA validado para alpaca. No hubo ninguna diferencia (P> 0.05) en
concentracidn de cortisol en ambos periodos: perinatal y destete entre crias machos y hembras.
El cortisol estuvo elevado el dia del parto (125.8 ng/ml) y luego disminuy6 a 27.2 ng/ml a los 3
dias después del nacimiento (P <0.05). Al contrario, el cortisol era de 32.5 ng/ml 2 dias antes
del destete y luego aument6 al dia 3 a 64.7 ng/ml (P <0.05), paro entonces disminuir a 29.4
ng/ml en el dia 5 después del destete. Por tanto, el cortisol es elevado en alpacas recién nacidas
y luego disminuye al tercer y quinto dia después del nacimiento. Las concentraciones de cortisol

también aumentan después del destete y disminuyen 5 dias después del destete.
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III. MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El presente estudio se realizé en la localidad de Marangani, provincia de Canchis,
departamento de Cusco, por encima de los 3500 msnm durante enero a marzo del 2010. Las
muestras fueron colectadas en el IVITA Marangani y procesadas en la Facultad de Medicina
Veterinaria UNMSM y en la Unidad Centro de Diagnéstico de Sanidad Animal del SENASA en

Lima.

Tamaiio y recoleccion de muestras

Se emplearon 15 crias de alpacas aparentemente sanas, 10 machos y 5 hembras, de los
cuales 3 eran de 7 dias de edad, 3 de 15 dias de edad, 3 de 21 dias de edad, 3 de 30 dias de edad
y 3 de 45 dias de edad. Las crias fueron compradas a productores alpaqueros que llevaban
registros de empadre y nacimiento y que las vendieron por descarte debido a que presentaban
caracteristicas fenotipicas no deseables en la produccién (fibra de diversos colores, presencia de

ojo zarco, mal aplome en los miembros, machos criptorquideos, etc.)
Términos de ética:

El ndmero de animales dependié de su adquisicion en productores alpaqueros de la
provincia de Canchis, departamento de Cusco. Todas las crias fueron empleadas en diversos

trabajos de investigacion de la Facultad financiados por Proyecto PIBAP N° 68 del FINCYT-
CONCYTEC.
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Metodologia

El manejo y sacrificio de los animales se realizo siguiendo los “Principios Directrices
Internacionales para la Investigacion Biomédica que implique el Uso de Animales” del Consejo

de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), Ginebra, 1985.

a) Muestreo de sangre:

Antes de la eutanasia de los animales, usando la vena yugular, se colecté 2cm de sangre de
cada animal en tubos sin EDTA para separar el suero. Este suero se congel6 a -176° C en
nitrégeno liquido dentro de la hora post muestreo. Se transportd al Laboratorio de Fisiologia
FMV UNMSM para su procesamiento. Se determiné cortisol por medio de RIA usando un kit

comercial.

b) Eutanasia y apertura del animal:

Se procedio a la anestesia del animal usando pentobarbital sédico (Halatal ®) a razén de 10
mg/Kg, via endovenosa a través de la vena yugular, para luego proceder a su eutanasia usando

sobredosis de este anestésico.

Una vez eutanasiado el animal, se coloc6 de posicion dectbito dorsal. Se realizé un corte a
nivel de la linea media del abdomen desde la regién xifoidea a la extremidad craneal de la
sinfisis pubica. Se secciond la pared abdominal mediante dos cortes transversales de la region
umbilical hacia el lado derecho e izquierdo respectivamente, a nivel del arco costal y la otra a
nivel de la protuberancia pélvica. Se hizo un corte del misculo diafragma y se cort6 las costillas
con el costétomo por la articulacién condrocostal. Se removié el omento mayor de su insercién

natural, retirando los 6rganos abdominales para visualizar las glandulas adrenales.

¢) Anatomia de la Glandula Adrenal:

1. Se observo la posicion, forma y relacién con cada rifién para su descripcion.
2. Se midi6 el tamafio de cada glandula adrenal (largo, ancho y espesor), para luego ser
retirada y pesada.

3. Se tomo el peso de cada glandula adrenal usando una balanza digital en gramos.
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4. El estudio anatémico in situ se realizdé en la misma estaciéon IVITA Marangani y la
evaluacidon de resultados se realizé en el Laboratorio de Anatomia Animal y Fauna
Silvestre FMV — UNMSM.

5. Se usé la Némina Anatémica Veterinaria (NAV, 2012) para la redaccién de resultados.

d) Histologia e Inmunohistoquimica de la Glandula Adrenal:

1. Para el estudio histoldgico e inmunohistoquimico se colecté toda la glandula adrenal en
frascos y fijadas en formol bufferado al 10%, rotuladas y transportadas a Lima para su
procesamiento.

2. La reduccién de los tejidos se realizaron en el laboratorio de Fisiologia Animal FMV
UNMSM. Se tomé una muestra transversal de aproximadamente 0.5cm de ambas
glandulas adrenales que abarcé corteza y médula, se fijaron en formol bufferado al 10%
envueltas en gasa y se mandaron a preparar ldminas histolégicas con coloracién
Hematoxilina — Eosina (H-E) a la Unidad Centro de Diagndstico de Sanidad Animal del
SENASA.

3. Los tacos de los cortes histolégicos fueron usados también para cortes en laminas
positivadas con Poli L lisina (P 8920, Sigma-Aldrich), que se usaron en el Laboratorio
de Fisiologia Animal FMV — UNMSM para el estudio de presencia de células
productoras de cortisol por inmunohistoquimica para lo cual se empleé un anticuerpo
primario policlonal de conejo anti humano 11§ HSD2 (11B hidroesteroide
deshidrogenasa) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Ca, USA) que es especifico para
células productoras de corticoides determinidndose de esta manera las células
productoras de cortisol (cuadro 1)

4. Se prepararon también ldminas positivadas con Poli L lisina (P 8920, Sigma-Aldrich),
para el estudio de presencia de células receptoras de ACTH por inmunohistoquimica,
empledndose un anticuerpo primario policlonal Anti-Melanocortin Receptor 2
(extracelular) (cuadro 1)

5. Se empleé un kit comercial para inmunohistoquimica (cuadro 2)

6. Se empled de control positivo, cortes histoldgicos de glandulas adrenales de rata (Gantz
y Fong, 2003) y como control negativo interno, la no marcacién de contenido

sanguineo.
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Cuadro 1.- Anticuerpos utilizados para IHQ en gldndula adrenal de crias de alpaca.

Anticuerpo
(tipo) Fuente Huésped Laboratorio Dilucion Cat. N°
Rata,
11B3-HSD2 (H-145) ) Santa Cruz Biotechnology,
Conejo  ratén, 1:100 sc-20176
(Policlonal) INC.
humano
Anti-Melanocortin
Receptor 2
(extracellular)
(MC2R, Conejo  Rata Alomone Labs Ltd. 1:100 AMR-022
Adrenocorticotropin www.alomone.com

hormone receptor,
ACTH-R)
(Policlonal)

Cuadro 2.- Reactivos utilizados para IHQ en gldndula adrenal de crias de alpaca.

Reactivos Laboratorio Dilucién Optima Cat. N°

ImmPACT DAB Peroxidase Vector Laboratories, Inc. 30 ul de cromégeno en 1

Substrate Burlingame, CA 94010  ml. de diluyente. SK-4105
ImmunoCruz® rabbit ABC  Santa Cruz Listo para uso. Provisto

Staining System Biotechnology, INC. por el fabricante. sc-2018
Procedimiento:

La técnica de inmunohistoquimica incluy¢ el tratamiento de las Idminas que pasaron por
una etapa de desparafinado con Neo Clear (sustituto de xileno) en dos tiempos de 15 minutos
cada uno. Se prosiguié con la hidratacién mediante dos pasajes de 10 minutos por etanol al
100%, continuando con el bloqueo de la peroxidasa enddgena al pasar las ldminas por una

solucién que constaba de 200 ml. de metanol y 4 ml de agua oxigenada durante 30 minutos.

Se prosiguid con la hidratacién mediante pasajes en alcohol en diluciones decrecientes

en concentracion: 96° (en dos oportunidades), 70°, 50°, por 5 minutos cada pasaje;
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continudndose con tres lavados en solucién buffer fosfato salino (PBS) por 5 minutos cada
lavado. Posteriormente, la recuperacién antigénica se realizd en solucién buffer citrato
(estandarizada a pH 6 con HCIl) en horno microondas a 750 watts por 10 minutos, dejandose

enfriar. Se realizé tres nuevos lavados en solucién PBS por 5 minutos cada uno.

La inactivacién de uniones inespecificas se realiz6 con Albumina de Suero Bovino
(BSA) al 1% en camara himeda por 30 minutos a temperatura ambiente. La aplicacién de los
anticuerpos primarios (anti 11 HSD2 y anti ACTH, ambos en dilucién al 1:100) se realiz6 en
camara himeda donde reposaron en refrigeracion (4°C) hasta el dia siguiente. Se continué con
tres lavados en solucién PBS, por 5 minutos cada lavado, para proseguir con la aplicacion del
anticuerpo secundario (policlonales en ambos casos) en cdmara himeda por 30 minutos,

repitiéndose tres lavados en soluciéon PBS, por 5 minutos cada lavado.

Se procedi6 a aplicar la enzima AB en cdmara himeda por 30 minutos a temperatura
ambiente, repitiéndose tres lavados en solucién PBS, por 5 minutos cada lavado, antes del
revelado que se realiz6 con el cromdgeno 3,3'-Diaminobenzidine (DAB), que se aplicé y evalué
la aparicién de marcacién, que se presentd a los 2 minutos 25 segundos para anti 11 HSD2 y 5
minutos 25 segundos para anti ACTH, cortandose la reaccién con agua corriente. Se realizé un
enjuague con agua corriente y otro con agua destilada por 5 minutos cada lavado, previo a la
aplicacion del colorante de contraste: Hematoxilina de Harris, que se aplicé por 5 segundos,

enjuagdndose con agua corriente para eliminar el excedente de colorante.

Se continué con la deshidrataciéon mediante pasajes de 5 minutos cada uno en: alcohol 50°,
alcohol 70°, alcohol 96° (en dos oportunidades), etanol al 100% (en dos oportunidades) y Neo
Clear (también en dos oportunidades), para finalmente realizar el montaje con la aplicacion de
Béalsamo de Canad4 durante 10 segundos previos al montaje de la ldmina cubreobjetos,

dejandose durante 48 horas para un correcto secado y posterior limpieza de las laminas.

e) Andlisis de imdgenes:

La lectura de las ldminas para la descripcién histolégica e inmunohistoquimica se realizé
en la seccion de Ictiopatologia del Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia

Veterinaria FMV-UNMSM usando un microscopio binocular Leica DM750 con cdmara digital

ICC50 HD/ incorporada y software de medicién LAS 4.7 Leica Macrosystems.
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En las ldminas preparadas mediante inmunohistoquimica se describié las zonas de
marcacién positiva como zonas con presencia de células productoras de cortisol y células
receptoras de ACTH. La intensidad de la marcacién por IHQ se clasific6 como 0= sin

marcacién; 1= marcacién leve y 2= marcacién fuerte (Zanuzzi, 2010; Yang et al., 2011).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio anatémico de la glandula adrenal en crias de alpaca

Las gldndulas adrenales de las crias de alpaca fueron dos gldndulas endocrinas de forma
algo arrifionada, siendo la derecha mds alargada y la izquierda algo prismética, presentando dos
caras, dorsal y ventral, y también dos bordes, uno lateral y otro medial (Figura 3). La forma de
las glandulas adrenales son completamente irregulares, Konig y Liebich (2005) indican por
ejemplo que en el perro la glandula adrenal derecha tiene forma de nimero uno y la glandula
adrenal izquierda tiene forma de nimero ocho. Climent et al., (2005) menciona que la forma de
las gldndulas es distinta en cada una de las especies domésticas, e incluso varia con cada
individuo. Aunque son generalmente alargadas, las gldndulas adrenales son a menudo
asimétricas y bastante irregulares, siendo moldeadas por los vasos sanguineos vecinos (Dyce et

al., 2003)

La gldndula adrenal izquierda de las crias en estudio estuvo situada craneal a la
extremidad craneal del rifién izquierdo mientras que la gldndula adrenal derecha estuvo
craneomedial al riion derecho. Ambas estuvieron cubiertas de grasa y cerca de la arteria aorta
abdominal y la vena cava caudal, siendo retroperitoneales. La gldndula adrenal derecha se situd
entre la vena cava caudal y el rifién del mismo lado, mientras que la glandula del lado izquierdo,
entre el rifidén de este lado y la arteria aorta, similar que en el caballo y el perro descritos por
Sisson et al.,, 1990. La glandula adrenal derecha se ubic6é ventral a la altura del cuerpo de la
12va.vértebra tordcica mientras que la glandula adrenal izquierda se ubicé ventral a la altura del
cuerpo de la 3era.vértebra lumbar. Dominguez et al., 2012 describe ésta posicién sublumbar de

las glandulas adrenales, similar en llamas adultas, difiriendo en peso y tamafio. En los bovinos
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el rifidén izquierdo es flotante, sin embargo las gldndulas suprarrenales mantienen su situacién

respecto a la arteria aorta y a la vena cava caudal (Climent et al., 2005)

Ambas glandulas se hallaron cubiertas por una gruesa cdpsula. El hilio se hall6 ubicado
en el borde dorsal. El borde ventral fue convexo, redondeado y mds ancho que el dorsal. La cara
lateral fue convexa y la medial lisa y céncava. El extremo craneal fue puntiagudo, mientras el

caudal fue redondeado.

Macroscépicamente al corte, presenté dos capas concéntricas: una periférica de color
amarillenta que es la corteza adrenal y otra central, de color gris que seria la médula adrenal
(Figura 4). En el centro del corte de la médula adrenal se pudo reconocer una vena central, lo
cual segin Konig y Liebich (2005) permite diferenciar esta gldndula de un corte de nddulo

linfatico. Las glandulas adrenales de las crias de alpaca carecieron de conductos excretores.

La irrigacién arterial de las glandulas adrenales de las crias de alpaca estudiadas se
origind de la arteria aorta abdominal y arterias renales. Dyce et al., (2003) indica que las
glandulas suprarrenales son vascularizadas por pequefias ramas de varios troncos arteriales
vecinos, como son la arteria aorta abdominal, las arterias renales, las lumbares, la arteria frénica
abdominal y la arteria mesentérica craneal; Climent et al, (2005) menciona que estas arterias
abordan la periferia de las glandulas formando alrededor un plexo capsular para luego
introducirse en profundidad para irrigar la médula adrenal y formarse varios capilares que se
convierten en la médula en vénulas acumuldndose en la vena central y luego por venas
colectoras conducen la sangre a la vena cava caudal o un afluente, que puede ser la vena renal, o

en ambas.

El tamafio de la gldndula adrenal del lado derecho (largo, ancho, espesor) fue en
promedio de 1.5 x 0.9 x 0.3cm, mientras que el tamafio de la glandula adrenal del lado izquierdo
fue en promedio de 1.5 x 1.1 x 0.3cm. (Figura 5). Dyce et al., (2003) al respecto indica que “es
dificil especificar el tamafio de las glandulas adrenales ya que parece estar influenciada por
varios factores, por ejemplo, son relativamente mds grandes en animales silvestres que en
animales domésticos, en individuos jévenes que en adultos, y en hembras prefiadas y lactantes

que en aquellos ejemplares inactivos reproductivos”

El peso de la glandula adrenal del lado derecho fue en promedio de 5.3g con DS de

1.0g, mientras que el peso del lado izquierdo fue en promedio de 5.7g con DS de 1.5g.
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Estos resultados confirman que generalmente la glandula adrenal del lado izquierdo es
més grande y de un mayor peso como lo describe Faulkin er al., 1967 y Niuiez, 1968; sin
embargo, hasta el mes de edad de las crias de alpaca ambas gldndulas tuvieron un tamafio y peso
similar, inclusive el del lado derecho fue mds grande, para luego del mes de edad seguir el
patrén morfolégico para las especies domésticas. No hubo diferencia en el tamafio y peso de las

gldndulas entre crias de diferente sexo.

Figura 3. Glandulas adrenales de crias de alpaca. 1. Glandula adrenal izquierda. 2. Glandula
adrenal derecha.
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Figura 4. Glandula adrenal derecha de cria de alpaca. A. Corteza adrenal. B. Médula adrenal. La
flecha indica una sola vena central.

Figura 5. Medida de la glandula adrenal izquierda en cria de alpaca.
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Estudio histolégico de la glandula adrenal en crias de alpaca

En la primera semana de vida de la alpaca, la glandula adrenal presenta una cédpsula
delgada y disgregada. Las arteriolas presentan fenestraciones hacia la luz. La superficie presenta
tejido conectivo con pequefias irregularidades a manera de depresiones hacia la corteza.
También se observan dreas con evidencia de estructura nerviosa. Se observd tejido conectivo

laxo en lugar de tejido adiposo.

La relacién entre corteza y médula adrenal es de 2:1 (Figura 6). En la corteza se ven las
tres capas corticales: zona glomerular, fasciculada y reticular (Figura 7). Siendo la zona

fasciculada la mas desarrollada de la corteza adrenal.

La zona glomerular en alpacas de una semana de edad se tifie mas basofilo, presenta
grupos de células redondas con menos citoplasma y el nicleo bastante grande y pronunciado
mayormente basofilico. El citoplasma ligeramente espumoso. Los grupos de células estdn
rodeadas por tejido conectivo delgado que se desprende de la cdpsula, formando islas como

acinos de distintos tamarnos.

La zona fasciculada, presenta células intensamente baséfilas, mas grandes dispuestas a
manera de cordones, observdndose el citoplasma mucho més espumoso. Estas células son més
poliédricas y mds grandes. El nidcleo es grande y se ubica en el centro de la célula. En algunas
zonas se observa que existe un tejido conectivo que produce trabéculas mds gruesas como

tabiques ligeramente engrosadas desde la capsula hacia la zona reticular.

La zona reticular es una zona mas ancha y desarrollada. Presenta células mas globosas,
citoplasma claro, algunas con un puntilleo baséfilo. Se entremezclan con las células de la

médula. El nicleo suele ubicarse a los polos de las células.
La médula es la zona mds pequefia de toda la glandula adrenal en esta edad de la alpaca.

La médula presenta células poliédricas pequefias, nicleo débilmente baséfilo y citoplasma

acidofilo, rodeado de muchos vasos sanguineos.
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Figura 6. Corteza y médula de la gldndula adrenal en cria de alpaca de una semana de edad. Se

puede observar que la corteza y la médula llevan una relacion de 2:1 en dimension. (H-E 5X)
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Figura 7. Corteza adrenal en cria de alpaca de una semana de edad. Se evidencia las tres zonas
corticales: A. Zona glomerular. B. Zona fasciculada. C. Zona reticular. (H-E 10X)
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A los 15 dias de edad de la alpaca, la corteza adrenal se muestra mds ancha,
encontrandose que la zona fasciculada es la més desarrollada de las tres zonas de la corteza
adrenal (Figura 8). La médula se va ensanchando en el polo caudal de la gldndula adrenal

mostrando vasos sanguineos en su interior.

La cépsula se va engrosando y en la adventicia se pueden observar arteriolas de distintos
calibres. Emite proyecciones de tejido conectivo hacia la zona glomerular formando acinos y
algunas de estas proyecciones pueden llegar hasta la regién corticomedular. Los acinos de la

zona glomerular muestran células aglomeradas con nicleos muy baséfilos (Figura 9).

La zona fasciculada estd septada por fino tejido conectivo de células fusiformes que se
distribuyen alrededor de células que forman cordones pero de manera discontinua hasta llegar a
la zona reticular. Las células se caracterizan por tener niicleos centrales, ovoides, fuertemente

basofilas, con citoplasma abundante y espumoso (Figura 10)

La zona reticular presenta células mas acidéfilas de forma irregular con niicleo basdfilo,

que se van entremezclando con las células de la médula adrenal. (Figura 11).
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Figura 8. Corteza adrenal de cria de alpaca de 15 dias de edad. La zona fasciculada es la mas
desarrollada de las zonas corticales. (H-E 10X)
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Figura 9. Zona glomerular de la corteza adrenal de cria de alpaca de 15 dias de edad. (H-E
40X).
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Figura 10. Zona fasciculada de la corteza adrenal de cria de alpaca de 15 dias de edad. Se
muestra la disposicién celular a manera de cordones. (H-E 40X)
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Figura 11. Zona reticular de la corteza adrenal de cria de alpaca de 15 dias de edad. Se muestra
la disposicion celular a manera de red. (H-E 40X)

A los 21 dias de edad de la alpaca, presenta una cdpsula mds desarrollada y engrosada,
manteniendo en la corteza adrenal una zona mds desarrollada que es la zona fasciculada. La

zona reticular se entremezcla con la médula adrenal (Figura 12).

La zona glomerular manifiesta células mas grandes con nicleos muy baséfilos y hacia
los polos de las células. Las células de esta zona se observan que estdn rodeados por tabiques
que provienen desde la cdpsula (Figura 13), asi mismo las células de la zona fasciculada se ven
mds grandes con citoplasma espumoso y nicleo bastante bas6filo manteniéndose los tabiques

capsulares que ingresan hasta el interior de la glandula (Figura 14).
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Figura 12. Corteza adrenal de cria de alpaca de 21 dias de edad. A. Capsula engrosada. B. Zona

glomerular. C. Zona fasciculada. D. Zona reticular. E. Médula adrenal (H-E 5X)

Figura 13. Cépsula engrosada y zona glomerular de la corteza adrenal en cria de alpaca de 21
dias de edad. (H-E 40X)
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Figura 14. Cépsula engrosada que desprenden tabiques al interior de la corteza adrenal en cria
de alpaca de 21 dias de edad. (H-E 10X)

Al mes de edad de la alpaca, la cdpsula se visualiza mds engrosada y la zona glomerular
se muestra mas definida (figura 15), presenta hasta dos filas de acinos glandulares cuyas células
son mas globosas, citoplasma més abundante, siempre con el nicleo mas baséfilo y mas grande

que de la zona fasciculada (Figura 16).

La zona fasciculada se muestra como cordones de células hinchadas, pero los cordones
se muestran mds acortados a diferencia de las crias de 15 dias, haciéndose mds gruesa la capa

reticular (Figura 17)
La zona reticular se visualiza més engrosada, con las células més hinchadas, citoplasma

mads vacuolado, nicleos mds pequefios en comparacion a las otras zonas, las células son hasta

cinco veces mas grandes que el niicleo (Figura 18).
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Figura 15. Corteza adrenal de cria de 1 mes de edad. La zona fasciculada sigue siendo la de
mayor tamafio, mientras que la zona reticular se engrosa y pasa a ser la segunda en tamafio. (H-
E 5X)

Figura 16. Zona glomerular de la corteza adrenal de cria de 1 mes de edad (H-E 40X)
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Figura 18. Zona reticular de la corteza adrenal de cria de 1 mes de edad (H-E 40X).
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A los 45 dias de edad de la alpaca, se observa una cépsula de tejido conectivo delgado,
fibras musculares, multiples vasos sanguineos, a diferencia de la cdpsula de la gldndula adrenal
del perro que es mucho més gruesa. Areas equidistantes con numerosas arteriolas. Se encuentra
cubierto por un discreto paniculo adiposo con aponeurosis musculares y varios nervios. El
endotelio de las arteriolas se proyecta a la luz. De la cdpsula se emite un tejido conectivo muy
fino como trabéculas (Figura 19) que encapsula a un grupo de células poliédricas con nicleo
central y citoplasma espumoso claro formando islas de diferentes tamafos que viene a ser la

zona glomerular, septan ésta zona y la fasciculada llegando a confundirse en la zona reticular.

La relaciéon de corteza y médula se convierte en casi 1:1. (Figura 20). La corteza se

define mejor en las tres zonas corticales: glomerular, fasciculada y reticular (Figura 21).

La zona glomerular es subcapsular, con multiples células de citoplasma bastante
espumoso claro que se aglomeran, agrupadas y separadas por tejido conectivo muy fino. El

nucleo de estas células es central y basofilo.

La zona fasciculada, presenta el mismo grupo celular que en las otras edades pero de
manera mas ordenada y se disponen a manera de cordones y las trabéculas son mucho mads

delgadas y radiadas hacia la médula.

La zona reticular presenta células mds poliédricas y mds baséfilas (Figura 22), se
encuentran de manera mas desordenada, colindante a la médula. Presentan un fino puntilleo
baséfilo en el citoplasma. En tamafio pasa a ser la segunda de las tres zonas corticales, y casi

similar a la zona fasciculada (Figura 23).
La médula presenta células cibicas a poliédricas que tifien menos intensamente,

citoplasma acidéfilo no espumoso, niicleo mds claro baséfilo. Las células tienen apariencia de

hepatocitos. Presenta mayor irrigacion con arteriolas y vénulas.
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Figura 19. Tabiques capsulares que septan la corteza adrenal de cria de alpaca de 45 dias de
edad. (H-E 10X).
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Figura 22. Zon

a reticular de la corteza adrenal de cria de alpaca de 45 dias de edad. (H-E 40X).
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Figura 23. Corteza adrenal de cria de alpaca de 45 dias de edad. La zona fasciculada y la zona
reticular son casi del mismo tamafio por engrosamiento de la zona reticular. (H-E 5X)

La cédpsula de la glandula adrenal de crias de alpaca fue de tejido conectivo denso que
roded a la glandula y origind tabiques al interior de ésta. La corteza de la glandula presentd tres
zonas concéntricas de limites no siempre bien definidos con diferente disposiciéon y aspecto

celular semejante a lo descrito por Montalvo, 1977.

La corteza adrenal fue mds desarrollada que la médula adrenal, caso contrario encontrd
El-Nahla et al., 2011 durante la vida prenatal del camello, donde la médula suprarrenal era

mucho mas gruesa que la corteza.

Webb (1980) describid que en fetos de cordero existe un rdpido desarrollo de las células
diferenciadas funcionalmente de la zona fasciculada en los dltimos dias de gestacion. Webb y
Steven (1981) describieron que en fetos de potros también hay un rdpido aumento en la
diferenciacion funcional de las células de la zona fasciculada entre 300 dias y el nacimiento, lo
cual corroboramos en este estudio pues ya en la cria de alpaca de 7 dias de edad se encontrd un
desarrollo marcado de esta zona, tomando en cuenta que el tiempo de gestacion es muy similar

entre equinos y alpacas.
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Abdalla y Ali (1988) estudiaron las gldndulas adrenales de camellos, encontrando que la
corteza adrenal form6 74% del volumen de la glandula y la proporcién de la corteza de la
médula es de 4:1. La zona glomerular, fasciculada y reticular constituyeron aproximadamente el
13%, 53%, y 29% en volumen de la corteza, respectivamente. En este estudio en crias de
alpacas, encontramos que la zona glomerular, fasciculada y reticular constituyeron 15%, 55% y
30% en tamaifio de la corteza adrenal, respectivamente; sin embargo la proporcion de la corteza

adrenal y médula adrenal se mantuvo semejante a lo encontrado en camellos.

Nabipour ef al., (2008) describe la histologia de las glandulas adrenales del camello
adulto evidenciando una cdpsula de tejido conectivo denso, asi como trabéculas que se originan
en la cdpsula y penetran en la corteza. La zona glomerular formada por células en racimos,
mientras que la zona fasciculada consiste de células dispuestas en cordones de manera radiada,
siendo las células de la parte superior mas espumosas; la zona reticular fue mas pequeia y
oscura que la zona fasciculada. Esta descripcion se asemeja a lo encontrado en el presente
trabajo sobretodo en crias de alpaca hasta el mes de edad, ya que luego la zona reticular se va

engrosando.

La irrigacién sanguinea de la glandula adrenal se dio por arterias que ingresaron en
diferentes partes de la superficie de la gldndula tal como lo describe Montalvo, 1977 en alpacas
adultas. Asi las ramas de estas arterias formaron un plexo subcapsular como sucede en las
especies mamiferas, y luego emergen tres grupos de vasos arteriales: las arterias de la cdpsula;
las arterias de la corteza, que se ramificaron en toda la glandula y formaron capilares sanguineos
que drenaron en los vasos capilares de la médula; y las arterias de la médula, que atravesaron la
corteza para ramificarse en muchos capilares de la médula. Los capilares de la médula junto con
los vasos sanguineos que irrigaron la corteza formaron las venas medulares que se unieron para

constituir la vena adrenal.

Estudio inmunohistoquimico de la glandula adrenal en crias de alpaca

“Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacién, sobre muestras
tisulares o citolégicas, de determinantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas de
diferenciacién y funcionalismo celular. La aplicacién directa de anticuerpos policlonales o
monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizaciéon microanatémica de su expresion

y su correlacién con los pardmetros morfoldgicos, aumentando la sensibilidad y especificidad
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del estudio y proporcionando informacién adicional esencial en muchos casos” (Gimeno y

Massone, 1998; Yang et al., 2011)

Células productoras de cortisol:

Empleando un anticuerpo monoclonal anti 11 Beta hidroxilasa que es especifico para
células productoras de corticoides se determiné la presencia de las células productoras de
cortisol mediante una marcacion fuerte (grado 2) principalmente en la zona fasciculada de la
corteza adrenal; sin embargo, también hubo reaccién positiva aunque con una marcacién leve
(grado 1) en células de la zona reticular. La zona glomerular no reacciond a la tincién
inmunohistoquimica, principalmente porque esta zona cortical se encarga de producir

aldosterona y no cortisol (Figura 24)

La reaccién inmunohistoquimica fue mucho mds marcada en glandulas adrenales de
crias de alpaca mayores al mes de edad, indicando una reaccidn fuerte por mayor produccién de
cortisol. Asimismo estas células productoras de cortisol fueron de mayor medida en crias de

alpaca mayores al mes de edad. (Figura 25).

Zona

Zona
reticular

Zona
glomerular

Figura 24. Marcacién positiva a células productoras de cortisol en la zona fasciculada-reticular
mediante IHQ en cria de alpaca de 1 mes de edad. (IHQ-5X)
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Figura 25. Células productoras de cortisol en zona fasciculada de la corteza adrenal en crias de
alpaca marcadas con IHQ. A. Células de la zona fasciculada en cria de alpaca de 15 dias de
edad. B. Células de la zona fasciculada en cria de alpaca de 45 dias de edad. (IHQ- 40X)

Ishimura y Fujita (1997) indicaron que estudios inmunohistoquimicos pusieron de
manifiesto la localizacidon precisa de las enzimas implicadas en la esteroidogénesis adrenal,
demostraron que los citocromos P450 de la enzima colesterol escision de la cadena lateral
(P450scc) y de 11 beta-hidroxilasa (P45011 beta), 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa /
isomerasa delta 5-4 (3 beta HSD), y 21 hidroxilasa-(P450c21) se localizan en todas las células
de la corteza suprarrenal, especialmente en los de la zona fasciculada-reticular, tal como lo

encontrado en este estudio en crias de alpaca.

Barber y Ponz (2000) menciona que “el cortisol, mediante su unién a receptores
especificos intracelulares, inhibe en el hipotilamo la sintesis y liberacién de la hormona
hipotalamica liberadora de corticotropina (CRH), por lo que disminuye la respuesta de las
células corticotropas hipofisiarias a la CRH y bloquea en estas mismas células la secrecion de

ACTH”.

Después de un evento estresante, como el parto o el destete en crias de alpaca (Bravo et
al., 2001), el sistema nervioso va estimular a un grupo de neuronas hipofisiotrépicas que se
ubican en el hipotdlamo, para liberar en la circulacién portal la CRH y arginina-vasopresina, las
cuales a su vez estimulan la liberacién de ACTH en la circulacion sanguinea, y en respuesta a la
ACTH, Ia corteza adrenal va a producir glucocorticoides, ya sea cortisol o corticosterona
(Herman et al., 2003) siendo el cortisol un indicador de estrés en alpacas y llamas (Arias y

Velapatifio, 2015)
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Receptores de ACTH

Empledandose un anticuerpo policlonal Anti-Melanocortin Receptor 2 (Gantz y Fong,
2003) se ubicaron las células receptoras de ACTH en la glandula adrenal de las alpacas crias,
ubicandose principalmente en la zona glomerular con una marcacion fuerte (grado 2), mientras
que en la zona fasciculada y reticular hubo marcacién de forma leve (grado 1) (Figura 26), la
cual fue mds intensa en alpacas hasta la segunda semana de edad, para luego mantenerse la

marcacién en grado 1 en todas las zonas corticoadrenales (Figura 27).

Figura 26. Marcacién positiva a células receptoras de ACTH en la corteza adrenal mediante
IHQ en cria de alpaca de 1 mes de edad. (IHQ-10X). Se puede observar marcacién grado 2 en la
zona glomerular y marcacién grado 1 en las zonas fasciculada y reticular.
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Figura 27. Células receptoras a ACTH en corteza adrenal de crias de alpaca. A. Marcacién en
grado 2 en la zona glomerular y grado 1 en zona fasciculada en cria de alpaca de 1 semana de
edad. B. Marcacién en grado 2 en la zona glomerular y grado 1 en zona fasciculada en cria de
alpaca de dos semanas de edad. C. Marcacién en grado 1 en ambas zonas corticales en crias de
alpaca de un mes de edad. D. Marcacién en grado 1 en ambas zonas corticales en crias de alpaca
de 45 dias de edad. (IHQ-40X).

En nuestro estudio tuvimos marcacion a receptores de ACTH en dos de las zonas
corticales: glomerular y fasciculada. La zona glomerular presentd células con actividad fuerte de
produccién del principal mineralocorticoide, que es la aldosterona. Pero ademds, la corteza
adrenal también produce desoxicorticosterona y corticosterona, sin embargo el cortisol, que es
el principal glucocorticoide, también presenta una cierta actividad mineralocorticoide. “La
aldosterona tiene como células blanco las células del epitelio tubular renal, y su principal
funcién consiste en estimular la reabsorcién de sodio y la excrecidon de potasio. Este mismo
efecto también lo realiza en las glandulas sudoriparas, salivales y en el tracto gastrointestinal. El
hecho de que un elevado porcentaje de aldosterona circule en forma libre permite la rdpida
accién de esta hormona cuando debe hacer correcciones vitales del potasio sanguineo, pues, de
otro modo la vida del animal se veria comprometida. La regulaciéon de la secrecion de

aldosterona no responde al cldsico mecanismo de retroalimentacién negativa y se ve poco
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influida por los niveles de ACTH. En su lugar, la liberacién de aldosterona por las células de la
corteza adrenal responde a las variaciones en los niveles plasmadticos de potasio y de sodio,
directamente relacionadas con los cambios en la presién sanguinea, la volemia o la presién

osmotica” (Ruiz et al., 2008).

“El eje HPA (hipotdlamo-hip6fisis-adrenal) tiene una importancia fisiopatoldgica en la
respuesta al estrés, siendo innumerables los estudios que se han desarrollado para su
investigacion y esclarecer por qué los glucocorticoides parecen ser esenciales para la
supervivencia en muchas situaciones de estrés. La liberacion rdpida de la ACTH alcanza a las
glandulas adrenales donde estimula la sintesis y liberacién de glucocorticoides. La liberacién de
glucocorticoides estd regulada por los mecanismos de retro inhibicién del eje HPA que actian a
nivel de hipdfisis, hipotdlamo e hipocampo, inhibiendo asi su propia secreciéon” (Johnson et al.,

1992).

Elias y Clark (2000) nos indican que “la ACTH estimula la secrecion y sintesis adrenal
de glucocorticoides, actuando mediante su interaccién con un receptor especifico de
membrana. La secrecién de glucocorticoides suprarrenales estd regulada pues por la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), que actia a través de un receptor especifico de membrana celular
(ACTH-R). La ACTH-R es un miembro de la superfamilia de la proteina G acoplada a
receptores y pertenece a la subfamilia de melanocortina receptores. La ACTH-R se expresa
principalmente en las células adrenocorticales que muestra una especificidad tisular restringida,
aunque se reconoce ACTH por los otros cuatro receptores de melanocortina”, quizas sea la
razén por la que en nuestro estudio en crias de alpaca se haya tenido marcacién fuerte en la zona

glomerular pero las otras zonas corticales también presentaron marcacion.

Dal Zotto (2002) indica que “estos receptores se conocen con el nombre de receptores
de melanocortinas (MCR), de los cuales se han clonado y caracterizado cinco subtipos hasta
el presente. El receptor para la ACTH (ACTH-R) pertenece al subtipo MCR-2, el cual es
activado selectivamente por la ACTH y es expresado principalmente en las células
adrenocorticales, tal cual encontramos en nuestro estudio donde la zona marcada con grado
fuerte para receptores de ACHT fue la zona glomerular, seguida de la zona fasciculada y
reticular, especialmente en crias de alpacas menores del mes de edad.. Este receptor sigue un
patron de regulaciéon semejante a los de otros sistemas endocrinos: asi, cuando las
concentraciones de ACTH son elevadas, el nimero y la sensibilidad de los receptores

disminuye”.
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“Los glucocorticoides, al igual que la ACTH, no se secretan de modo continuo, sino
que lo hacen de manera episddica. Su secreciéon es intermitente durante cortos periodos de
tiempo (minutos) y la separacién entre los picos puede durar incluso horas. El nimero y
duracién de los picos secretores varia a lo largo del dia, teniendo un maximo entre las 4y 8§ h
de la mafiana y un minimo entre las 8 y 12 hde la noche para el hombre. Estos cambios en
la frecuencia y amplitud de la secrecién son los que dan lugar al ritmo circadiano, que
varfan en funcién de los ritmos de actividad del individuo. En los roedores que tienen hébitos
nocturnos, la mayor secrecidon de glucocorticoide ocurre durante la noche, coincidiendo con la
ingesta de alimentos sélidos. En la rata, la secrecidn de corticosterona presenta niveles bajos
durante el dia (basales), comenzando a incrementar por la tarde y presentando su pico de
secreciéon justo antes del anochecer que es cuando inician su mayor actividad” (Dal Zotto,

2002)

Cortisol de crias de alpaca

Los valores promedio de cortisol en las crias estudiadas fue de 1.203ug/dl con DS de
0.632, la cria de menor edad tenia una semana de nacida quien tuvo 0.719ug/dl de cortisol en
suero; la cria de mayor edad tenfa 45 dias de edad quien tuvo 2.331ug/dl de cortisol en suero,

siendo a la edad de 21 dias que se superé el 1ug/dl.

Nuestros resultados fueron significativamente mds bajos que los encontrados por Bravo
et al., (2001), quien evalud el cortisol en alpacas recién nacidas, encontrando el dia del parto
valores de cortisol de 12.58ug/dl y luego disminuy6 a 2.72ug/dl a los 3 dias después del
nacimiento; 2 dfas antes del destete el cortisol era de 3.25ug/dl y luego aument6 al dia 3 a

6.47ug/dl y luego disminuir a 2.94ug/dl en el dia 5 después del destete.

Los valores de cortisol en suero para las crias de alpaca recién nacidas encontrados en
nuestro estudio coincidieron con los valores reportados por Rios et al., (2003) en crias de
guanaco al nacimiento criados en cautiverio, quienes reportaron 0.74ug/dl, las cuales fueron
muestreadas entre las 9am y 1lam. Asi mismo hall6é hacia el mes de edad un promedio de
valores de cortisol de 0.83ug/dl con un error de 0.08, lo cual lo asemeja a nuestro estudio, ya

que a partir de los 21 dias de edad ya alcanzaban el 1ug/dl de cortisol en suero.

Los valores hallados cercanos al mes y medio de edad en crias de alpaca también se

asemejaron a los hallados por Coppo (2004) en suero de terneros de cruce cebi de dos meses

40



préoximos al destete muestreados en la maiiana, estos valores fueron de 2,4+0,6ug/dl. Las

hembras tuvieron menores valores de cortisol en suero que los machos.

La secrecion de cortisol sigue de ordinario la pauta de secrecién de ACTH, salvo en
situaciones de estrés, los valores medios de cortisol en sangre se mantienen con oscilacion

circadiana dentro de ciertos limites normales, debido a un control por retroaccién negativa

(Barber y Ponz, 2000)

Como se sabe existe un ritmo circadiano de secreciéon de esteroides de manera
fisiolégica lo cual puede conllevar a diferentes valores de cortisol en sangre, ya que se eleva a
las horas del inicio del suefio, llegando a su més alto valor al despertar y desciende durante la
mafiana, siendo muy bajos al atardecer y en la noche. Sin embargo como describe Dal Zotto
(2002) este ritmo espontdneo de liberacidon de cortisol puede ser interrumpido bruscamente por
un estrés fisioldgico o dafio fisico o de manejo, via sistema nervioso central, ya que a veces se

requiere una concentracién aumentada de cortisol para que el cuerpo se recupere del estrés.
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V. CONCLUSIONES

En el estudio anatémico, la ubicacién de la gldndula adrenal derecha de las crias de
alpaca fue ventral a la altura del cuerpo de la 12va. vértebra tordcica mientras que la
glandula adrenal izquierda se ubicé ventral a la altura del cuerpo de la 3era. vértebra
lumbar. La gldndula adrenal derecha es igual o més grande que la izquierda hasta el mes
de edad de las crias de alpaca. La glandula adrenal del lado izquierdo es mds grande y
de un mayor peso que del lado derecho a partir del mes de edad, similar al patrén
morfoldgico con las otras especies domésticas.

En el estudio histolégico, la gldndula adrenal present6é una cdpsula, una corteza adrenal
con tres zonas corticales: glomerular, fasciculada y reticular, y una médula adrenal. La
corteza es mas desarrollada que la médula adrenal, siendo la zona fasciculada la mas
grande de las tres zonas corticales. Conforme avanza en edad la cria de alpaca, la zona
reticular se convierte en la segunda zona en tamafio.

En el estudio inmunohistoquimico, las células productoras de cortisol se ubicaron de
preferencia en la zona fasciculada de la glandula adrenal, sin embargo también hay
reaccion positiva por IHQ en la zona reticular aunque muy leve. Esta reaccién es mds
notoria en crias de alpaca mayores de 1 mes de edad. Mientras que las células
receptoras de ACTH se ubicaron en toda la corteza adrenal preferentemente en la zona
glomerular.

Los valores promedio de cortisol en las crias estudiadas fue de 1.203ug/dl con DS de

0.632, siendo a la edad de 21 dias que se super6 el 1ug/dl.
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VI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios morfoldgicos e inmunohistoquimico en gldndulas
adrenales de alpacas de diferentes edades y considerando el sexo, para tener un mayor

conocimiento de la funcionabilidad de ésta gldndula y el manejo del estrés.
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13.

14.

15.

APENDICE

ANEXO 1. PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA ABC

DESPARAFINADO

Neo Clear 1: 15 minutos

Neo Clear 2: 15 minutos

HIDRATACION

Etanol 100% 1: 10 minutos

Etanol 100% 2: 10 minutos

BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA
Metanol (200ml+ 4ml de agua oxigenada): 30 minutos
CONTINUACION DE HIDRATACION

Alcohol 96° 1: 5 minutos

Alcohol 96° 2: 5 minutos

Alcohol 70°: 5 minutos

Alcohol 50°: 5 minutos

LAVADO:

. Lavado en PBS: 5 minutos
11.
12.

Lavado en PBS: 5 minutos
Lavado en PBS: 5 minutos

RECUPERACION ANTIGENICA:

Buffer citrato (estandarizar a ph 6 con HCI) en horno microondas a 750watts: 10

minutos
Dejar enfriar
LAVADO:

Lavado en PBS: 5 minutos
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16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

INACTIVACION DE UNIONES INESPECIFICAS:

Aplicar BSA 1% en cdmara himeda a temperatura ambiente: 30 minutos
ANTICUERPO PRIMARIO: (anticuerpo a trabajar, generalmente diluido 1:100)
Aplicar en toda la muestra en cdmara himeda y dejar reposar hasta el dia siguiente en
refrigeracion.

LAVADO:

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

ANTICUERPO SECUNDARIO (segin el kit para monoclonal o policlonal)
Aplicar en cdmara himeda y dejar reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.
LAVADO:

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

ENZIMA AB (segiin el kit para monoclonal o policlonal):

Aplicar en camara himeda y dejar reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.
LAVADO:

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

Lavado en PBS: 5 minutos

REVELADO:

Aplicar DAB... hasta observar marcacion y apuntar el tiempo que demor6 en marcar...
cortar la reaccion con agua corriente.

ENJUAGUE:

Lavado en agua corriente: 5 minutos

Lavado en agua destilada: 5 minutos

COLORACION DE CONTRASTE:

Hematoxilina de Harris: 5 segundos y enjuagar en agua corriente para eliminar el
excedente de colorante.

FIJACION DEL COLORANTE:

Agua corriente: 5 minutos

ENJUAGUE:
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36.

37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.

45.

Agua destilada: 5 minutos
DESHIDRATACION:
Alcohol 50°: 5 minutos
Alcohol 70°: 5 minutos
Alcohol 96° 1: 5 minutos
Alcohol 96° 2: 5 minutos
Etanol 100% 1: 5 minutos
Etanol 100% 2: 5 minutos
Neo Clear 1: 5 minutos
Neo Clear 2: 5 minutos

MONTAJE:

Neomont o Bélsamo de Canada: 10 segundos. Limpieza de la ldmina después de 48

horas con Neo Clear para retirar restos de pegamento.
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