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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo realizar la descripcién morfoldgica y el patrén de
glicosilacién de los conductos hepético (CH), pancredtico (CP) y hepatopancredtico (CHP) y de
la ampolla hepatopancredtica (AHP) de la alpaca (Vicuiia pacos), se utilizaron 20 muestras del
sistema de conductos de alpacas clinicamente sanas, de 2 a 3 afios de edad, sin distincién del sexo
procedentes del Departamento de Cusco, Provincia de Canchis, procesadas en la estacion
experimental IVITA Marangani y en el Area de Investigacién Morfolégica del Laboratorio de
Anatomia Animal y Fauna Silvestre de la FMV-UNMSM. Para el estudio macroscdpico se
evaluaron principalmente las caracteristicas morfoldgicas del CHP encontrandose que mide en
promedio 2.88 cm de largo y 0.33 cm de ancho, y es producto de la unién del CH y el CP dentro
del I6bulo derecho del pancreas y que desemboca en la AHP en el duodeno proximal. Para la
evaluacion histoldgica se realizaron seis cortes de 5 um de grosor y tefiidos con hematoxilina
eosina. A todo nivel se aprecié una mucosa con epitelio ductal cilindrico, que a nivel del CHP y
la AHP mostraba presencia de pliegues. Ademas de glandulas tibuloacinares en la submucosa. A
nivel de la AHP se encontraron paquetes de fibras musculares concéntricas y longitudinales
sugiriendo la presencia de un esfinter. El patrén de glicosilacién se realiz6 mediante
lectinhistoquimica con 14 lectinas biotiniladas (Kits I y I de VECTOR LABS ®); se utilizaron
como control positivo ldminas tefiidas con PAS. En los conductos y ampolla hepatopancreética
se aprecia una gran actividad secretora por la predominancia de la N-Acetilgalactosamina y la N-
Acetilglucosamina a nivel del epitelio ductal y las gldndulas evidenciado por su afinidad a las
lectinas SBA, DBA y WGA en el epitelio ductal y PNA, GSL-I, SBA, DBA, WGA y sWGA en

la de gldndulas ductales.

Palabras claves: Alpaca, pancreas, conducto hepatopancredtico, lectinas, N-acetilgalactosamina,

N-acetilglucosamina.



ABSTRACT

The present study aimed to perform the morphological description and glycosylation pattern of
the hepatic (HD), pancreatic (PD) and hepatopancreatic ducts (HPD) and Hepatopancreatic
ampulla (HPA) of the alpaca (Vicuiia pacos), 20 samples of the clinically healthy alpaca duct
system were taken from 2 to 3 years old, without distinction of the sex, from the Department of
Cusco, Province of Canchis, processed in the experimental station IVITA Marangani and in the
Morphological Investigation Area of the Laboratory of Animal Anatomy and Wildlife of the
FMV-UNMSM. For the macroscopic study, fresh samples were mainly evaluated the
morphological characteristics of the Hepatopancreatic duct (HPD) it has 2.88 cm length and 0.33
cm width and is the product of the union of the HD and the PD within into the right lobe of the
pancreas leading to the AHP in the proximal duodenum. For the histological evaluation, six
sections of 5 um thickness were stained with hematoxylin eosin technique. At all levels, was
observe a mucosa with a ductal cylindrical epithelium, that at the level of the CHP and the AHP
showed the presence of folds. In addition, a submucosa with tubuloacinar glands. At the level of
the AHP were found concentric and longitudinal muscle fiber packages suggesting the presence
of a sphincter. The glycosylation pattern was performed using the lectinhystochemistry technique,
with 14 biotinylated lectins (VECTOR LABS ® Kits I and II); Stained plates were used as a
positive control by the PAS technique. In the ducts and the AHP is observe a great secretory
activity according to the predominance of N-acetylgalactosamine and N-acetylglucosamine at the
level of ductal epithelium and glands showed by the affinity to the SBA, DBA and WGA lectins
at the ductal epithelium and PNA, GSL-I, SBA, WGA and sWGA in the ductal glands.

Keywords: Alpaca, pancreas, hepatopancreatic conduit, lectins, N-acetylgalactosamine, N-

acetylglucosamine.
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L INTRODUCCION

Es conocido que en los dltimos afios se ha venido trabajando en la conservacion,
alimentacioén y manejo sanitario de los camélidos sudamericanos, inquietud que se ha dado tanto
en nuestro pais como en paises vecinos que los poseen, ya sea como animales autdctonos o
aquellos paises que los tienen como animales exdticos de compaiifa. La mayor parte de los
trabajos de investigacion en nuestro pais, han estado orientados en su genética como los trabajos
sobre variaciones fenotipicas en alpacas de Paredes (2012), reproduccién (Ruiz et al., 2015),
ademads de los problemas infecciosos, como los producidos por rotavirus (Garmendia et al, 2015),
colibacilosis (Luna et al., 2012), Betacoronavirus 1 (Luna et al., 2015) y Leptospira sp. (Rosadio
et al., 2015).

Estudios bésicos de la anatomia y fisiologia de los camélidos se vienen realizando desde
hace décadas, pero, con el inconveniente de no haber sido publicados muchos de ellos.
Actualmente hay una mayor difusion de los trabajos de investigacién, como por ejemplo el trabajo
realizado en el afio 2013 por Angulo et al. en el laboratorio de Anatomia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos sobre la “Irrigacion
arterial del miembro pélvico de la Alpaca”, o el trabajo de Vasquez et al., 2012. sobre “pH de la
superficie luminal de la mucosa gastrointestinal de crias de alpacas durante las primeras semanas
de edad”, realizado en la misma facultad; o el de Vilela er al. (2017) sobre la caracterizacion de
la glandula metatarsiana en un grupo de alpacas en Lima, Perd, durante el X Congreso de la
Asociacion latinoamericana de especialistas en pequefios rumiantes y camélidos sudamericanos,
realizado en Chile.

Existen diferencias y similitudes anatémicas y fisioldgicas que son parte de las
discusiones sobre la verdadera naturaleza de los camélidos, més aun, considerando que ellos
pueden provenir de situaciones geograficas tan extremas como las regiones alto andinas de
Sudamérica, como de los desiertos africanos; donde su gran adaptabilidad a las condiciones
climaticas adversas y de disponibilidad de alimento son de gran trascendencia para su

supervivencia (Assad y El-Sherif, 2002; Kaufmann, 2005).



La fisiologia digestiva del camélido ha sido controversial y punto de comparacién con la
de los rumiantes tipicos, pero es obvio que ellos difieren en muchos aspectos morfoldgico-
funcionales entre si, por ello, es necesario profundizar el estudio del pdncreas como glandula
endocrina y exocrina, imprescindible tanto en los animales como en el hombre para una correcta
asimilacién y utilizacién de carbohidratos asi como la produccidn del jugo pancredtico con su
contenido de enzimas, electrolitos y bicarbonato (Hornbuckle et al., 2008).

El presente estudio estd dirigido en describir macroscépica y microscépicamente la
morfologia y el patron de glicosilacion de los conductos pancredtico, hepdtico y
hepatopancredtico de la alpaca adulta (Vicugna pacos), cuyos resultados permitiran profundizar

conocimientos para futuros trabajos sobre la morfologia y fisiologia digestiva.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Generalidades

La alpaca es una especie que habita las regiones andinas de los paises de Perd, Ecuador,
Bolivia, Chile y Argentina. La poblacién de alpacas en el Perud estd centrada en la sierra sur, y
corresponde seglin el censo agropecuario del afio 2012 a 3°685,500 alpacas, lo cual se constituye
en un 87% de la poblacién mundial de alpacas (INEI, 2012).

La crianza alpaquera y de camélidos de nuestro pais es llevada a cabo principalmente en
comunidades altoandinas a mds de 3800 m.s.n.m., las cuales, segtin datos estadisticos del Censo
agrario del afio 2012, estdn en extrema pobreza, esto debido a muchos aspectos socioeconémicos
y culturales, e incluso ambientales, como es el caso del cambio climatico mundial, que conlleva
a épocas de fuertes heladas con la consecuente escasez de pastos y muerte de muchos animales
(Torres, 2014).

A pesar de todo esto, debido a que es una especie con alto grado de adaptabilidad a las
condiciones tan adversas de la puna, y a la gran poblacién que tenemos, el Perd se constituye
como el primer productor de fibra de alpaca, la cual actualmente, se constituye como una de las
fibras de mayor tendencia a nivel mundial (Frank, 2017).

También es de considerar, que la carne de alpaca es considerada actualmente un recurso
nacional importante de exportacion, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales.
En nuestro pais es comercializada bajo las dos Normas técnicas peruanas (NTP): La NTP
201.043-2005: CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS. Definiciones, requisitos y clasificacién
de las carcasas y carnes de alpacas y llamas; y la NTP 201.059-2006: CARNE Y PRODUCTOS
CARNICOS. Charqui Definiciones, requisitos y Requisitos microbiolégicos, Flujo del proceso
de Elaboracién (Salva et al., 2006).

Existe evidencias en pinturas rupestres y restos Oseos sobre la antigiiedad de los
camélidos sudamericanos en el Pert que van hasta unos 10000 afios en zonas localizadas a 4000
m.s.n.m. (Septilveda, 2011). Se cree que migraron desde Norteamérica a Sudamérica y Asia hace

unos tres millones de afos segin cita Zeder et al. (2006) a Webb (1974). Se asume que la
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domesticacion de las llamas y alpacas ocurri6 a partir de la de los guanacos y vicuilas,

aproximadamente hace unos seis mil a siete mil afios (Zeder et al., 2006).

Sobre la taxonomia de los camélidos sudamericanos, la determinacién de su filogenética
ha tenido muchos factores que han llevado a ser dificil dicho trabajo, como por ejemplo que tanto
llamas como alpacas han sido cruzadas sin llevar registro y de forma indiscriminada, no pudiendo
determinar la filiacién entre ellas, para establecer la nomenclatura cientifica més adecuada en
estas dos especies domésticas, la llama y la alpaca en base a las dos especies silvestres que
vendrian a ser sus ancestros, el guanaco y la vicuiia respectivamente, originando cambios a la
antigua nomenclatura de la alpaca de Lama pacos a Vicugna pacos por ser descendiente de las

Vicuiias (Vicugna vicugna) (Kadwell et al., 2001; Wheeler, 2010).

Existen dos razas de alpacas, Huacaya y Suri. En nuestro pais, segtin el dltimo censo
agrario, la raza Huacaya se constituye como la de mayor poblacidn, siendo un 78.94% del total
de la poblacién en comparacion con las de raza Suri (11.99%) y los animales cruzados (9.07%)

(INEL 2012)

Es muy importante recalcar que una gran parte de los estudios sobre morfologia y
fisiologia digestiva, en particular, los que sirven de base para este trabajo, han sido realizados por
muchos autores fordneos como Fowler (2011) y Ghezzi et al. (2000), pero hay que resaltar que
investigadores peruanos de muchas instituciones han venido trabajando desde hace décadas en

dichos temas.

2. Pancreas

2.1 Primeras descripciones historicas del pancreas

Las primeras descripciones conocidas de la gldndula fueron realizadas por Herophilus,
Erasistratos y Eudemus aproximadamente en el afio 310 A.C. (Berger et al., 2008). Hipdcrates, el
padre de la medicina, en uno de sus tratados, indicé que habia dos tipos de glandulas, el primer
tipo “con pelos” y el segundo, al cual pertenece el pancreas, “sin pelo”, aunque no lo menciona
con el nombre de pancreas, solo indicaba que era una glandula situada en el omento y mesenterio

(Howard y Hess, 2002).

El nombre “pancreas” fue propuesto por Ruphos de Efeso, un anatomista griego, cerca al
afio 100 D. C, y el término proviene de los vocablos “Pan”, que significa “Todo” y “Kreas” que
significa “Carne”, asumiendo que le pusieron ese nombre debido a carecer de cartilago o hueso
y ser “Toda carne” (Casillas et al., 2016; Howard y Hess, 2002). Hipdcrates toma este nombre en
su libro "Peri adenon”, pero en ese tiempo se utilizaba ese término para nombrar a todas las

gldndulas que estaban en el interior del cuerpo (Howard y Hess, 2002).



Siendo su apariencia bastante similar a la de las glandulas salivares, en el afio 300 A.C.
Eudemus, discipulo de Herdfilus de Chalceddn, ya tenia una idea de la funcion de la glandula,
indicando ademds, que producia una sustancia similar a la saliva, la cual era vertida en el intestino
para mejorar la digestiéon (Howard y Hess, 2002), al punto que algunos investigadores como el
anatomista alemdn G. Sommering, la llamaban “Bauchspeicheldriise” que significa “Glandula
salival abdominal” (Flati y Andrén-Sandberg, 2002). Pero el pancreas difiere de ellas en que
presenta unos acimulos celulares que conforman su porcién endocrina, que son, los antiguamente
llamados “Islotes de Langerhans” y que en la actualidad se prefiere el uso del nombre “Islotes
pancreaticos”, y que son los encargados de la homeostasis de la glucosa en todo el organismo
mediante la secrecion de la insulina, glucagén, somatostatina, polipéptido pancredtico (Navarro,

2014).

2.2 Anatomia del pancreas

Anatémicamente en todas las especies es una glandula de forma irregular que se localiza
muy relacionada al estémago y duodeno, es decir, su l6bulo izquierdo frecuentemente yace
paralelo o por debajo del estémago suspendido en el omento mayor, su l6bulo derecho muy
relacionado al duodeno proximal tan igual como el cuerpo, que estd suspendido por el
mesoduodeno (Konig y Liebich, 2004; Kamisawa, et al., 2010; Frandson et al., 2009).

En el caso de vacunos y rumiantes menores, el l16bulo izquierdo se encuentra relacionado
al saco dorsal del rumen y al pilar diafragmadtico izquierdo, en dorsal se relaciona al bazo, el
cuerpo y el 16bulo derecho se relaciona a la cara visceral del higado, al omaso y rifién derecho, se
extiende por el mesoduodeno junto al duodeno descendente (Gloobe, 1989). Los equinos se
caracterizan porque su pancreas estd atravesado por la vena porta, lo que se conoce como “Anillo
de la vena portal” (Schwarze y Schroeder, 1970).

2.2.1 Forma del pancreas

Macroscopicamente asemeja a las glandulas salivares, y presenta una coloracion rojiza,
no posee una cipsula propiamente dicha, su forma varia dependiendo la especie (Getty y Sisson,
2002), dicha forma puede semejar una letra “U” o “Y” la cual variard de acuerdo al desarrollo
embrionario del aparato digestivo abrazando sus I6bulos a la vena cava caudal (Konig y Liebich,
2004; Pasquini et al., 1989). Tan igual como ocurre con los conductos pancredticos principal y
accesorio (Hall y Guyton, 2016).

2.2.2 Irrigacion del pancreas

El péncreas tiene una irrigacion que va a variar dependiendo la especie, pero en general
se puede hacer mencién que tiene dos arterias mediante las que se irriga, la primera es la arteria
celiaca y la otra es la arteria mesentérica craneal o anterior. La arteria celiaca, es la primera rama

de la arteria aorta abdominal, que en el caso de monogéstricos y el hombre emite tres ramas, la



arteria hepdtica, la arteria esplénica y la arteria gastrica. La arteria hepatica se dirige hacia el lado
derecho y emite una rama, la arteria pancredticoduodenal craneal, que va a irrigar el 16bulo
derecho del péancreas. La arteria esplénica por su parte, con una rama de la arteria mesentérica
craneal, la llamada arteria pancredtico duodenal caudal terminardn la irrigacién del lado izquierdo
y cuerpo del pancreas (Konig y Liebich, 2004). En el caso de rumiantes la situacién es similar,
irrigando las arterias pancredticoduodenal craneal y caudal al pancreas, solo que estas
corresponden a ramas de las arterias géstrica derecha y de la mesentérica craneal. Respecto al

recorrido venoso del pancreas se realiza en ambos casos por venas satélites (Gloobe, 1989).
2.2.3 Inervacion del pancreas

Asi como su inervacién postganglionar mediante el plexo celiaco (Hall y Guyton, 2016)
y mesentérico craneal (Konig y Liebich, 2004). En los animales domésticos, las fibras
postganglionares que emergen del ganglio celiaco siguen el mismo recorrido de la arteria celiaca,
inervando los mismos vasos. Aunque no ha sido esclarecido del todo como es que la accion del
parasimpdtico se realiza a este nivel, se asume que el pdncreas recibe también inervacién del

nervio vago (Reece et al, 2015).
2.3 Desarrollo embriolégico del pancreas

Después del higado, el pancreas es la segunda gldndula anexa en tamafio del aparato
digestivo, ambos comparten un origen embriolégico similar a partir del intestino anterior (Motta
et al., 1997). Cabe resaltar que el tubo digestivo en la etapa embrionaria estd dividido en tres
partes, la primera que es el llamado “intestino anterior” comprende desde la orofaringe hasta lo
que sera la parte proximal del duodeno, el “intestino medio” que comprende desde la parte media
del duodeno hasta dos terceras partes del colon transverso y el “intestino posterior” que

comprende el resto del colon y el recto (Schoenwolf et al., 2015).

Embriolégicamente, el pincreas de los mamiferos proviene de dos primordios del
intestino anterior, uno en posicién dorsal y el otro en ventral (Cano et al., 2007), los cuales van a
fusionarse posteriormente para formar el 6érgano que conocemos en el animal adulto.
Anatémicamente estd compuesto por dos lébulos (derecho e izquierdo) y un cuerpo cuyas
posiciones anatdmicas y formas van a variar dependiendo de la especie. Se conoce dos tipos de
pancreas en relacion a la disposicion de sus tejidos como “Compacto” y “Mesentérico”, el tipo
compacto es el presente en el humano y la mayoria de mamiferos, por otro lado, el mesentérico

estd presente en el conejo y ratén (Dintzis y Liggitt, 2012).

Ha sido estudiado esto en muchas especies, encontrando por ejemplo que la

embriogénesis pancredtica es mediada por una serie de genes y factores de transcripcion, desde



el desarrollo de los dos primordios pancredticos, el desarrollo del sistema ductal y la
diferenciacion de las lineas celulares endocrinas y exocrinas desde el endodermo (Melmed et al.,
2016). En el caso de la formacion y diferenciacidon de las poblaciones de células pancredticas
estan dirigidas por un grupo de genes que se conoce como Parahox, este comprende tres genes
relacionados a las poblaciones celulares pancredticas, Pdx1, Gshl, y Cdx2/3; de los cuales se le
brinda mucha importancia al gen Pdx1 por su importante rol en la génesis de la diabetes. Pdx1
es un gen de factores de transcripcion de suma importancia para el desarrollo de las células beta,
productoras de insulina, asi como para el desarrollo del pancreas como 6érgano (Fujimoto y
Polonski, 2009). Respecto al gen Pdx1, que significa Pancreato-duodenal homeobox 1, ha sido
determinado en animales y humanos actiia frente al estimulo de la activina y la FGF2 (Factor de
crecimiento de los fibroblastos 2) que reprimen la accion del gen Shh (Segmento Sonic Hedgehog)

(Climent et al., 2005).
2.3.1 Embriologia del sistema de conductos

La formacién de los conductos hepatopancredticos estd relacionada a la movilizacién de
los primitivos I6bulos pancredticos y la anastomosis de sus conductos (Schoenwolf et al., 2015).
En humanos se describe dicha anastomosis partiendo de la parte distal de los ambos 16bulos para
formar el conducto pancredtico principal y de la parte proximal de los mismos para formar el

conducto accesorio (Kamisawa et al, 2010; Slack, 1995).

Segutn Norris y Carr (2013), el desarrollo inicial de los conductos se cree podria dar origen
a los islotes pancredticos, es decir, a partir de los sistemas de ductos pancreaticos se empiezan a
desarrollar pequefios brotes de los cuales derivan los islotes. También mencionan la presencia de
células endocrinas solitarias. Aunque también mencionan que el verdadero origen no estd claro,
ya que no se ha determinado del todo si son de origen mesodermal, neuroectodermal o incluso
del endodermo proveniente del tracto digestivo. Mencionan ademas un trabajo realizado en fetos
de cuy, en el que se pudo apreciar inmunorreaccién a la insulina, glucagén, polipéptido
pancredtico y somatostatina a nivel de los ductos, de 10 a 15 dias previos a la formacion de los

islotes, lo cual sugiere un origen exocrino inicial de estas células.
2.4 Funciones del pancreas

El péancreas es una glandula mixta, cuyas funciones exocrinas y endocrinas tienen una
gran relevancia en la fisiologia digestiva de los animales y el hombre, en particular respecto al

metabolismo de la glucosa y digestion de los nutrientes (Cano et al., 2007; Shih et al., 2013).



Aunque muchos autores actualmente han resaltado la gran relacion fisiolégica que hay
entre los islotes pancreaticos “endocrinos” y el sistema ductal “exocrino” (Bertelli y Bendayan,

2005).

La fisiologia y morfologia del pancreas siempre ha sido motivo de estudio por su gran
relevancia respecto a las alteraciones patoldgicas relacionadas a este 6rgano como los desérdenes
de la homeostasis de la glucosa (Kim y Lee, 2016; Shih et al., 2013), la pancreatitis aguda (Hegyi
y Rakonczay, 2015) y las neoplasias pancredticas (Basturk et al., 2014).

2.4.1 Funcion endocrina

La funcién endocrina estd ligada a los islotes pancreéticos. Estos islotes pancreaticos
estan compuestos por acumulos de células productoras de glucagén (células a), insulina (células
B), somatostatina (células 8) y Polipéptido pancredtico (PPP), cada uno de ellos con funciones

muy especializadas y en algunos casos antagénicas (Dintzis y Liggitt, 2012).

Glucagoén, producido por las células o, es una hormona que tienen efectos antagoénicos a
la insulina, corresponde a un péptido monomérico que incrementa los niveles de glucosa en
sangre, fue descrita por primera vez el ano 1923 por Murlin, se asume que el glucagén tiene
acciones endocrinas y paracrinas. En el caso de gatos, ratas y perros se ha encontrado un efecto
inhibidor de la insulina en la secrecion de HCOs, y se indica que la somatostatina y otras
sustancias como el tramadol, la colecistokinina, el polipéptido YY y péptido relacionado al gen
de la calcitonina son agentes bioactivos inhibidores del esfinter hepatopancreético, antes llamado

“Esfinter de Oddi” (Berger et al., 2009).

Insulina, que es producida por las llamadas “Células B, es quizas la principal hormona
peptidica reguladora de la homeostasis de los azicares en el organismo, aunque también participa
del metabolismo proteico, e inhibicién de la hidrélisis de los lipidos (Hall y Guyton, 2016; Norris
y Carr, 2013). Junto con el Glucagén, se encarga de la homeostasis de la glucosa, teniendo efectos

opuestos, la insulina es hipoglucemiante y el glucagén hiperglucemiante (Norris y Carr, 2013).

En gatos y ratas se ha demostrado que la insulina posee una accidn paracrina aumentando
la produccién de fluido pancredtico inducido por el aumento de colecistocinina (CCK) (Lee y

Muallem, 2008).

Somatostatina, es una hormona producida por las llamadas “Células Delta” o “células 6”
o0 “Células a1” del pancreas. Es quimicamente idéntica a la producida por el hipotalamo (Norris
y Carr, 2013). Es un polipéptido de 14 aminoécidos que se caracteriza por su vida corta,
aproximadamente unos 3 minutos, y por su accién inhibitoria de la produccién de Insulina y

Glucagén, también tiene funciones inhibitorias de la motilidad del estémago, duodeno y vesicula



biliar, ademas de disminuir las secreciones y la absorcion a nivel del tracto gastrointestinal (Hall

y Guyton, 2016).

Polipéptido pancredtico (PPP), producido por las células PP, células cuya funcién no esta
del todo esclarecida, y que en el caso de la de origen bovino tiene un potente efecto inhibidor de
la secrecion exocrina pancredtica, y no parece tener influencia en el metabolismo de la glucosa

(Norris y Carr, 2013).
2.4.2 Funcion exocrina

El péancreas exocrino corresponde al mayor porcentaje de la glandula, aunque varia de

especie a especie a nivel estructural, asi como en su distribucion celular (Argent et al., 2012).

Su principal funcién exocrina es la produccion del llamado “Jugo pancreético”, el cual
estd conformado en parte por las enzimas digestivas que se producen a nivel de los acinos
pancredticos, y por el bicarbonato y agua secretados a nivel de las células del propio conducto,
que son vertidos al intestino delgado (Wilson, 2005). El efecto que provoca es el de neutralizar el

pH 4cido en el duodeno, ocasionado por el jugo géstrico (Argent et al., 2012).

El jugo pancredtico contiene 12 enzimas diferentes que van a ayudar a los procesos
digestivos, las cuales estdn almacenadas en los granulos de zimdgeno presentes en las células de
los acinos, siendo posteriormente liberadas por su dpice mediante exocitosis hacia el sistema de

conductos del pancreas (Shi y Liu, 2014).

Estas enzimas tienen la particularidad que en una primera instancia son secretadas en su
forma inactiva, ejemplos de estas son el tripsindgeno, quimotripsinégeno y procarboxipeptidasa,

que posteriormente serdn activadas cuando sean liberadas en el intestino (Hall y Guyton, 2016).

La actividad secretora del pancreas exocrino estd regulada por el Sistema nervioso
parasimpético por estimulacién vagal y por la secrecion de secretina, la cual es producida por las
células “S” del duodeno proximal y que ademas ha sido demostrado que varia de especie a especie

(Berger et al., 2009; Hall y Guyton, 2016).

La fisiologia del pancreas y del higado, asi como la del sistema de conductos
hepatopacredticos es poco conocida en los camélidos, por lo que ha motivado el interés a realizar
estudios para la comprension de la fisiologia digestiva de estas especies; un ejemplo, es el estudio
sobre las enzimas disacaridasas, glucoamilasas, y a-amilasas en camellos y otros rumiantes
realizado por Mohamed et al. (2005) que demostré6 que el pancreas del camello producia
similares valores de glucoamilasas y a-amilasas que los rumiantes mayores, como los vacunos y
biifalos, pero 35 veces mayor respectivamente, que la producida por las ovejas, y que los valores

de las disacaridasas variaron grandemente entre las especies rumiantes y los camellos.



2.4.2.1 Secrecién pancreatica exocrina

La unidad secretora funcional del pancreas exocrino viene a ser el acino pancredtico, el
cual en conjuntos de 20 a mdas de 200 van a secretar la mayor parte del llamado jugo pancreatico.
Los acinos estan conectados a una amplia red de conductos que son los que colectan las enzimas,
proenzimas, agua y electrolitos. Dicha actividad secretora estd dada por el estimulo que dan
hormonas como la Colecistocinina (CKK) y la secretina, y neurotransmisores como la
Acetilcolina (ACh), el Polipéptido vasoactivo intestinal (VIP) y el Péptido liberador de gastrina
(GRP). Lo cual no implica que no existan otros inhibidores o estimuladores, como lo hacen la

insulina y la somatostatina (Barrett y Keely., 2006).

La secretina es la que estimula la mayor cantidad de secrecion de solucién acuosa de
bicarbonato de Sodio (Hall y Guyton, 2016). Y eso ha sido observado en muchas especies

animales, como perros, gatos, cuyes, hamsteres, ratas conejos y humanos (Argent et al., 2012).

La morfologia de la porcién exocrina del pancreas es muy similar a la que se puede

encontrar en las glandulas salivales (Hall y Guyton, 2016).

Cabe senalar que, los mecanismos celulares de la mayor produccién de la solucién acuosa
de electrolitos como bicarbonato se realizan a nivel del sistema de ductos pancredticos. Y se
logran por el transporte de determinados iones a través del epitelio de los ductos (Argent et al.,

2012).
3. Morfologia pancreatica y del sistema de conductos pancreaticos

El pancreas exocrino es una glandula lobulada con ramificaciones tubulares formada por

acinos (Slack, 1995).

El sistema de conductos pancredticos comprende una vasta red de ramificaciones que se
extienden dentro de todo el parénquima pancredtico. En la parte mds interna de dichas
ramificaciones tenemos al llamado “Acino pancreatico” que en su parte central posee un grupo
de células ductales llamadas “Células centroacinares”, las cuales van a conectar los acinos entre
si para formar los llamados “Conductos intercalares” que a su vez confluyen y se unen dentro de
los 16bulos y forman los “Conductos intralobulares™ que a su vez se unen y forman los llamados
“Conductos interlobulares” que terminan desembocando en los conductos pancreaticos principal

y accesorio (Ross y Pawlina, 2011).

La morfologia macroscépica del pancreas y de su sistema de conductos ha sido descrita
en muchas de las especies domésticas, siendo entre ellas muy variada. Dicha variacién es debida,

por un lado, a la conformacién del 6rgano como tal, por otro, a la presencia de los conductos
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accesorio y principal y sus variantes, y finalmente a su desembocadura hacia la papila mayor o

menor del duodeno (Shively, 1993; Konig y Liebich, 2004).

Revisando la literatura existente sobre los conductos del pancreas desde sus primeras
referencias ha sido motivo de controversia histdrica, en especial en lo relacionado a la verdadera
autoria de las primeras descripciones en humanos y animales de los conductos pancredticos, por
renombrados anatomistas y sus discipulos desde el siglo XVII al siglo XX (Flati y Andrén-

Sandberg, 2002).
4. Conductos pancreaticos en camélidos y otros animales domésticos

La presencia o ausencia de los conductos pancredticos varian entre las especies, si
consideramos a los anfibios, reptiles y aves, los conductos pancreéticos desembocan directamente
al duodeno, mientras que en los mamiferos dependiendo su desarrollo embrionario podria estar
presente un conducto principal (el anteriormente conocido como “Conducto de Wirsung”) y uno
accesorio (“conducto de Santorini”) que desembocan en las papilas duodenales mayor y menor
(Paniagua y Nistal, 1983), En animales de granja, como en el vacuno, porcino y conejo, el que
estd presente, es el conducto accesorio el cual desemboca directamente en el duodeno, muy rara
vez se presenta el principal el cual se une al hepético para desembocar al duodeno (Gloobe, 1989;

Climent et al., 2005).

A diferencia de los felinos y pequeiios rumiantes, como ovinos y caprinos, en los que esta
presente el conducto pancredtico principal (Pasquini et al., 2003). Este conducto pancreatico
principal desemboca junto con el colédoco. Solo en un 20% de los gatos podria encontrarse el

conducto pancredtico accesorio (Climent et al., 2005).

Los equinos presentan ambos conductos (Konig y Liebich, 2004). En el caso de los perros
estos presentan siempre el accesorio, el cual por lo general es de mayor tamaifio que el principal,
que estd presente solo en un 20% de los perros, este se abre en la papila duodenal mayor (Pasquini

et al., 2003; Climent et al., 2005).

En el caso de la alpaca, Mdlaga (1976) hace también referencia a la unién del conducto
pancredtico y el hepético. Fowler (2011) también describe dicha unién a unos 3 cm del intestino.
Recientemente, Panesi (2016), por su parte, describe dentro del sistema de conductos pancreéticos
de la alpaca, al “conducto hepatopancreatico”, como producto del ingreso del conducto hepatico
al parénquima pancredtico (l6bulo derecho) y su unién con el conducto pancredtico, conducto
resultante que desemboca de forma oblicua en la ampolla duodenal, similar a lo reportado en otros
camélidos. En estudios en camélidos, como la llama, hacen referencia la unién del conducto

pancredtico y el hepatico formando el conducto hepatopancreético previo a su ingreso al duodeno
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(Ghezzi et al., 2000), similar a lo encontrado en camellos en un trabajo de investigacién en Sudan
(Africa), donde se dio énfasis al estudio de los conductos extrabiliares, como el hepatopancretico

(Ahmed y Abdalla, 2016).
4.1 Ampolla hepatopancreatica

La ampolla hepatopancredtica, que corresponde a lo que antiguamente se conocia como
“Ampolla de Vater”, tipicamente esta presente a nivel de la union del conducto hepdtico y el
pancreédtico al duodeno. La ampolla estd rodeada de un esfinter muscular, conocido como
“Esfinter de la ampolla hepatopancreatica” (antiguamente “esfinter de Oddi”), para el control del
transito de la bilis y del jugo pancredtico, asi como el reflujo del contenido intestinal hacia el
conducto pancredtico o hepético (Hazrati, 2014). Dicho esfinter estd constituido por uno o dos
anillos musculares que parten de las capas musculares duodenales formando el misculo esfinter

de la ampolla hepatopancreatica ICVGAN, 2012).

En humanos, la ampolla hepatopancredtica presenta una gran importancia en su fisiologia,
debido a que es un doble esfinter que controla el flujo de la bilis a partir del conducto hepatico y

del jugo pancredtico desde el conducto pancredtico hacia el intestino (Gaudio et al., 1992).

En los equinos, perros, porcinos, pequefios rumiantes y vacunos las papilas duodenales
mayores y menores se localizan cercanas entre si en la parte proximal del duodeno proximal

(Rung-ruangkijkrai y Klomkleaw, 2014).

En el caso de los camélidos, hay trabajos de la morfologia del conducto pancreatico del
camello (Ahmed y Abdalla, 2016) y llama (Ghezzi et al., 2000) demostrandose en ambos trabajos

que este conducto desemboca directamente en la ampolla hepatopancreética.
4.2 Descripcion histoldgica del sistema de conductos

Desde el punto de vista histoldgico el pancreas exocrino puede describirse desde una
unidad funcional “el acino pancreatico”, los acinos pancreaticos estan conformados por células
de forma piramidal de gran tamafio con actividad secretoria, con presencia de un nicleo esférico
cerca de su base granulos de zimégeno que le confieren un citoplasma basofilico (Eurell y

Frappier, 2006).

Los conductos de menor calibre que estdn relacionados a los acinos pancredticos
constituyen los conductos intercalares los cuales presentan un epitelio escamoso, para luego a
nivel de los conductos intralobulares e interlobulares poseer un epitelio cibico a columnar bajo

(Ross y Pawlina, 2011).
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El conducto pancredtico caracteristico estd tapizado por un epitelio columnar (Aughey y
Frye, 2001). Un punto de interés es que la poca especializacion del epitelio de los conductos es
debido a que presentan microvellosidades en su superficie y que, a pesar de tener una estructura
muy similar a las gldndulas salivares, a nivel de péancreas no se observan conductos estriados

(Gartner y Hiatt, 2014; Van Lommel, 2003).

El conducto hepatopancredtico estd tapizado también por un epitelio columnar, que segin
describe Mustafa (2002) en el caso de cuyes presenta células caliciformes a diferencia de perros
y gatos que presentan pliegues y otras glandulas no caliciformes. Los camellos presentan un
epitelio cilindrico simple, con una densa ldmina propia de tejido conectivo con glandulas mucosas

y fibras coldgenas y eldsticas.

Las células que sintetizan las enzimas digestivas estdn ordenadas como racimos llamados
“acinos glandulares”. En los cortes histologicos normales los acinos glandulares son cortados de
manera oblicua. Las células del acino glandular se observan en forma de cufia, en coloracién de
hematoxilina y eosina, se aprecia un nuicleo redondo central tefiido de azul (baséfilo) y un
citoplasma tefiido de color rosa (acidéfilo). En el dpice de las células se observan granulaciones

tefiiddas de manera mas intensa (Panesi, 2016).

El sistema de conductos consta de células centroacinares que se encuentran en el lumen
de los acinos glandulares, seguido del conducto intralobular que desemboca en el conducto
pancreético propiamente dicho. El conducto intralobular estd conformado por células cubicas y
columnares. El conducto pancredtico estd conformado por tejido cubico (Mustafa, 2002;
Longnecker, 2014). En llamas, el conducto hepatopancredtico se halla tapizado por epitelio
cilindrico simple, sin células caliciformes. Sobre el pliegue duodenal se observa mayor desarrollo
glandular, aumentando su espesor. El epitelio cilindrico es mds alto, mds acidéfilo y se invagina
formando gliandulas rodeadas de tejido conectivo. Las gldndulas son tubulares con células

acidofilas y basofilas, ricas en mucopolisacaridos (Ghezzi et al., 2000).
5. Glicobiologia

La glicobiologia es una ciencia que siempre ha despertado el interés de los investigadores
de muchas 4reas de la biologia, estudia la influencia de los carbohidratos en la célula, llegando a
integrar estudios de biologia molecular, histologia, histoquimica entre muchas ciencias (Navarro,

2005).

Raymond Dwek en 1988 utiliz6 el término “Glicobiologia” para referirse a la rama de la
ciencia que se encarga del estudio del rol de los azicares en los procesos bioldgicos. Para

posteriormente la Universidad de Oxford lo nombré profesor del curso de Glicobiologia y jefe de
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la Unidad de Glicobiologia. La palabra fue incluida en el “Oxford English dictionary” el afio 1992
(Dwek, 2006)

Los carbohidratos son las biomoléculas mas abundantes en la tierra (Garret y Grisham,
2017). No cabe duda que los carbohidratos son componentes importantes en la vida, siendo
cruciales sus roles metabdlicos, estructurales y como preservantes de la homeostasis de la salud

(Ghazarian et al., 2011).

El Hidrégeno, el Oxigeno, el Carbono, el Nitrégeno, el Fésforo y el Azufre son los
elementos mds abundantes en las moléculas bioldgicas, todos formando moléculas cuyo eje
estructural viene a ser una molécula de Carbono, el cual presenta cuatro uniones covalentes
formando distintas nuevas moléculas (Lodish et al, 2016). Pero, innegablemente todas las
biomoléculas contienen una molécula de Carbono, esto debido a su versatilidad para formar
enlaces covalentes, pudiendo ser hasta 4 enlaces. Los elementos a los cuales se puede unir son el

Hidrégeno, Nitrégeno, Oxigeno y el mismo Carbono (Garret y Grisham, 2017).

Los carbohidratos clasicamente fueron representados como atomos de “Carbono
hidratados” con la férmula C,(H>O,), lo cual era inexacto y que nos dio la nueva definicién de
carbohidratos que comprende a los polihidroxialdehidos (aldosas), polihidroxicetonas (cetosas) y
sus derivados, producto de la reduccién (dando lugar a azicares alcoholes), por oxidacién
(azucares 4cidos) o por sustitucién de uno o mds grupos hidroxilo por varios grupos quimicos.
Conservando la férmula (CH»O),, y que son utilizados como componentes energéticos y en
algunos otros unidos a otros elementos formando estructuras complejas como los glucolipidos,

glicoproteinas, etc. (Lodish et al, 2016; Pendarvis, 1998).

Los carbohidratos son muy importantes dentro del metabolismo ya que son la principal
fuente de energia, se encuentran como constituyentes estructurales de membranas y matrices

intracelulares (De Robertis y Hib, 2004).

El ordenamiento estructural de los carbohidratos corresponde a la clasificacién clasica de
los mismos de monosacaridos, disacaridos, oligosacdridos y polisacaridos. Los de mayor difusién
en los tejidos animales son los polisaciridos galactosa, manosa, fructosa, fucosa, acido
glucorénico y 4cido idurénico formando compuestos como glicoproteinas y glicolipidos (De

Robertis y Hib, 2004).
5.1 Glicosilacion

En la naturaleza, todas las células poseen componentes glicosilados, ya sean
glicoproteinas (las cuales constituyen un 50% de todas las proteinas estructurales) o glicolipidos.

La glicosilacion es una reaccion bioquimica considerada por muchos autores como “Universal”
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en todos los tipos celulares (Varki, 2011), en particular debido al reconocimiento de
glicoconjugados estructurales, lo cual se puede ver desde células eucaridticas hasta organismos

muy complejos como el humano (Hall y Guyton, 2016).

Estructuralmente las células poseen una membrana de carbohidratos que contiene
principalmente algunas moléculas de glicoproteinas y glicolipidos que por lo general sobresalen
de la superficie de la membrana celular y que constituyen el llamado glicocaliz. A nivel
citoplasmatico, se pueden apreciar algunas moléculas de carbohidratos que se constituyen como

parte del nicleo celular o de sus organelas (Hall y Guyton, 2016).

Segtin lo descrito por Freeze et al. (2015) muchos de los defectos congénitos estdn ligados
a problemas genéticos ligados a la glicosilaciéon y al funcionamiento del aparato de Golgi,
expresandose por lo general de forma multiorganica, lo cual demuestra la importancia de los

oligosacaridos, y por ende de la glicosilacién a todo nivel.

Hay muchos trabajos actualmente sobre la glicosilacién y el rol de los carbohidratos,
debido a que estos juegan un muy importante rol en la presentacién de enfermedades, derivando
de ello, las posibles curas, mediante nuevas rutas para elaborar formacos o para el reconocimiento
de los mecanismos patdgenos de algunos microorganismos (Kong et al., 2012; Montesino et al.,

2008).
5.1.1 Membranas celulares y sus glicoconjugados

Garret y Grisham (2017) en su libro “Biochemistry” en el capitulo sobre los carbohidratos
y los glicoconjugados de las superficies celulares hacen mencién que la importancia de los
carbohidratos no solo radica en el papel energético que juegan, sino, que debido a sus uniones
covalentes a diferentes moléculas, es decir, los glicoconjugados a nivel de estructuras
extracelulares de plantas, animales y microorganismos van a estar muy ligados a los mecanismos

de reconocimiento molecular, lo cual es de suma importancia en los eventos bioldgicos.

Funcionalmente, hay ciertas caracteristicas quimicas a considerar que van a ser muy
importantes para explicar los mecanismos. El primero es que los glicoconjugados presentan uno
0 mds centros asimétricos; segundo, que los carbohidratos pueden tener una disposicién lineal o
anular; tercero, que pueden formarse estructuras poliméricas en base a los enlaces glicosidicos y
que tienen un gran potencial de formarse enlaces de Hidrégeno con agua u otras moléculas (Garret

y Grisham, 2017) ademds considerar que muchos tienen carga negativa (Hall y Guyton., 2016).

Las membranas celulares son mas que limites o barreras que separan el compartimento

intracelular del extracelular, sino permiten actividades complejas como el transporte selectivo de
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sustancias, mecanismos de reconocimiento celular, procesos de endocitosis y transporte de

sustancias hacia el citoplasma, entre muchas otras (De Robertis y Hib, 2004).

Dentro de los principales glicoconjugados que se encuentran a nivel de la membrana
celular tenemos a los Glicosaminoglicanos, que son cadenas lineales de disacaridos repetidos,
posee un grupo amino y en uno o ambos monosacdridos un grupo carboxilo o sulfato con carga

negativa (Garret y Grisham, 2017).
5.1.2 Glicoconjugados a nivel citoplasmatico

Los glicoconjugados que estdn presentes a nivel de la membrana plasmatica,
corresponden a proteinas o lipidos procesados dentro de la célula, lo cual ocurre por un proceso
Ilamado glicosilacién a nivel del reticulo endopldsmico y del aparato de Golgi. En este proceso
participan las glicosiltransferasas que unen monosacdridos a cadenas de oligosacaridos como en
el caso de los glicolipidos donde los monosacéridos provienen de nucledsidos como UDP (para
glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina y N-Acetilgalactosamina), GDP (galactosa y fucosa) y

CMP (4cido sidlico) (De Robertis y Hib, 2004).
5.2 Lectinas - definicion

Son proteinas o glicoproteinas que pueden ser producidas por plantas, animales o incluso
por microorganismos y que se relacionan a funciones de reconocimiento molecular, teniendo
multiples funciones en la naturaleza. Entre las que se pueden mencionar funciones de defensa
(inmunoldgicas en los organismos animales y de tipo téxica en plantas), relacionadas a la unién
y reconocimiento celular (como en la fertilizacién, reconocimiento de polimorfo nucleares, entre
otras), morfogénesis tisular, regulacion enzimatica o como parte de venenos de ciertos animales

como las serpientes (Akimoto et al., 1998).
5.2.1 Historia de las lectinas

Segun refiere Van Damme (2014), la definicion actual de las “Lectinas vegetales”,
proviene de un trabajo realizado el afio 1995 por Peumans y el mismo Van Damme y que
literalmente es la siguiente “Lectina es toda proteina vegetal que posee al menos un dominio no

catalitico, que se une reversiblemente a un monosacarido u oligosacarido especifico”.

Las lectinas fueron reportadas por primera vez en el afio 1888 por Peter Hermann
Stillmark que realizaba un trabajo en semillas de Ricinus communis. Trabajo de investigacion en
el que pudo ver la toxicidad de esta proteina, la cual tenia la capacidad de aglutinar los eritrocitos.
Boyd, fue quien propuso el utilizar el término “Lectina”, que deriva del latin “lego” que significa:

“recoger” o “elegir” destinando el término a cualquier sustancia que tenga propiedades similares
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a los anticuerpos (Boyd et al., 1955). Diez afios después Elfstrand estudié la capacidad de

aglutinacion de estas proteinas (Van Damme, 2014).

Las lectinas tienen, al igual que los anticuerpos, especificidad de acuerdo a la estructura
molecular del carbohidrato. Son consideradas pseudoenzimas que carecen de actividad catalitica
(Pendarvis, 1998). Hay que considerar que hay siete caracteristicas estructurales de los
carbohidratos que estdn relacionadas a la afinidad de las lectinas, una primera es que se pueden
encontrar epimeros (L o D), o una diferente secuencia de aziicares, o una configuracién anomérica
distinta (o o B), un diferente tamafio del anillo, una distinta posicion de los puentes o enlaces,
ramificaciones, o distintas cargas (COOH, Sulfato o NH3+), esto sin dejar de lado si es que ha
sufrido alguna modificacidn por reacciones bioquimicas (Gabius y Gabius, 2002). De ahi que,
incluso considerando los pequefios carbohidratos, existe una enorme cantidad de posibilidades de
encontrar variaciones estructurales (Chang, 2015).

Para el estudio de las lectinas en morfologia tisular se emplea la técnica de
Lectinhistoquimica, técnica de muchos afios, aprovechando el gran desarrollo que tienen las
técnicas de histoquimica y citoquimica, siendo una de sus variantes muy valiosa para el
reconocimiento de azicares estructurales, y por tener mayor estabilidad para el reconocimiento
de los mismos, a pesar de no ser tan especifica ya que podria reconocer mas de un aztcar

(Akimoto y Kawakami, 2014).

Es de importancia el considerar que los glicoconjugados los podemos encontrar sobre
superficies, ya sea el glicocaliz celular como en algunas organelas y los que estdn en intracelular

por ejemplo a nivel de nicleo (Taylor y Drickramer, 2011).

Los precursores de los glicoconjugados se producen dentro de las células a nivel del
citoplasma en organelas como el reticulo endopldsmico, un ejemplo es la glucosil ceramida que

es precursor de la mayoria de glicolipidos (Funakoshi y Susuki, 2009).

Las lectinas son usadas frecuentemente para la determinacién de los glicoconjugados
donde haya azucares como N-acetilglucosamina, para lo cual deben utilizarse las que reconocen
manosas o los N-Glicanos en general (Con A, LCA, DSA, PSA, etc.) y N-acetilgalactosamina
(GalNAc, GlcNAc, Gal y Fuc) (Akimoto y Kawakami, 2014).

Biol6gicamente los glicidos o monosacédridos componentes estructurales de las células
mds importantes son siete: Manosa, Glucosa, Fucosa, Galactosa, N-acetilgalactosamina, N-
acetilglucosamina y Acido sialico. Muchos de ellos en forma de isémeros (o o ) y de epimeros
(D o L), distribuidos espacialmente de forma lineal y que en ocasiones se unen de forma covalente

formando disacdridos o polisacdridos (Walsh, 2010).
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5.3 Usos de las lectinas en investigacion

Un estudio realizado en gldndula salival de humanos con el objetivo de comparar el uso
de marcadores inmunes del citoesqueleto y lectinas durante el desarrollo fetal demostré que las
lectinas presentaban afinidad en etapas fetales anteriores a las que los marcadores del

citoesqueleto (Régo et al.,2011).

El uso de lectinas en ciencias veterinarias siempre se ha orientado en la determinacién de

los tipos de células, de sus estructuras y diferenciacion entre especies.

En un trabajo realizado en Italia referido a las glandulas linguales del vacuno usando
lectinas se determinaron los patrones de glicosilacién de las diferentes estructuras componentes
de la fraccién glandular de la lengua y asi poder determinar si existe similitud entre ellas,
consideraron que a nivel de la lengua del vacuno existen dos tipos glandulares, las gldndulas
salivares y las gldndulas seromucosas (gldndulas de Von Ebner) demostrando la presencia de
fucosa (UEA-I), N-acetilglucosamina (WGA) y a y B N- Acetilgalactosamina (SBA) como
azucares residuales terminales, cabe mencionar que la distribucién de dichos carbohidratos no fue

homogénea (Garciulo et al., 1993).

Otro trabajo en lectinhistoquimica que se desarroll6 en glandulas salivales de hurones, en
el cual encontraron un diferente patrén de glicosilacion entre los tipos celulares de las gldndulas
mixtas, sea las porciones demilunares o acinar, segtin sugieren los autores que este tipo de estudios
podrian ser base sobre la evolucién de las glandulas salivares en las diferentes especies

(Triantafyllou et al., 2004)

En el afio 1984, se realiz6 en la Universidad de Viena (Austria) un interesante trabajo
sobre la afinidad de las lectinas a nivel del epitelio del tracto respiratorio de la rata, cuy y hamster.
Para dicho estudio se dividi6 el drea de trabajo en glicocaliz apical, glicocaliz basolateral y los
productos de secrecion (granulos serosos y mucosos). Utilizaron siete lectinas, entre ellas, Con A,
RCA I, UEA I, LTA, WGA, HPA y LPA. Utilizaron un patrén de glicosilacién que iba de negativo
(-) y una escala de una cruz (+) a tres cruces (+++), donde el negativo implicaba que no hubo
reaccion, una cruz una reaccion positiva, dos cruces una reaccion fuerte y tres cruces una reaccién
muy fuerte. Encontrandose que habia mas similitud entre la rata y el hamster frente al cuy (Geleff

etal., 1986).

Geleff y Bock (1984) realizaron otro estudio referido a la determinacién del patrén de
glicosilacién de las gldndulas del conducto pancredtico en cuyes, conejos, ratas y humanos con
énfasis en el epitelio ductular, las glandulas ductulares y las gldndulas de Brunner

(tdbuloacinares), en este estudio utilizaron histoquimica mediante dos técnicas, la de PAS (dcido
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peryédico de Schiff) y la de PA-SM (4cido peryddico de Schiff — metenamina de plata) para
controles positivos de azdcares estructurales, y ademds las lectinas: Con A, RCA I, Lotus A, Ulex
I, WGA, Helix y Limulus. Considerando en el caso del epitelio ductal cilindrico la afinidad por la
superficie luminal, los granulos de secrecion, la superficie basolateral, el citoplasma, la membrana
nuclear y las células caliciformes y los granulos secretorios de ellas. A nivel de las glandulas
ductulares y glandulas de Brunner (tibuloacinares) las superficies luminal y basolateral y los

granulos secretorios.

Un estudio realizado en glandula mamaria de llama en Chile demuestra los cambios
morfoldgicos y del patron de glicosilacion a ese nivel durante la lactacion. Ellos utilizaron siete
lectinas biotiniladas en 15 llamas hembras alos 5, 15, 30, 60y 120 dias post parto correlacionando
sus resultados con la involucién de los lactocitos en el tiempo y la afinidad por las lectinas

(Dallard et al., 2001).

Un trabajo realizado para determinar el patrén de glicosilaciéon durante el ciclo
reproductivo de la coneja por Garcia et al. (2007) encontrando un patrén de glicosilacién
relacionado al momento de la implantacién. Sugiriendo se realicen trabajos al respecto para su

determinacién en mujeres con problemas de interrupcion de embarazos.

Sanchis et al. (2012) realizaron un trabajo en la glicosilacion de la placenta porcina, con
el objetivo de averiguar los azdcares presentes producto de la gestacion, encontrando una gran
presencia de azicares a nivel de vasos sanguineos en comparacion con lo esperado que serian las
glandulas. Los residuos de azicares corresponden a la preparacion que recibe el tdtero para la

supervivencia del embridn y feto.

Ghezzi et al. (2000) realizaron una descripcién histoldgica del conducto
hepatopancredtico y mediante el uso de siete lectinas, Con A, UEA-1, SBA, DBA, PNA, RCA 1y
WGA, demostraron que en las llamas a nivel del conducto hepatopancredtico presentaban
principalmente dos glicoconjugados, la N-Acetilgalactosamina y en menor cantidad la N-

Acetilglucosamina.

En el ttero de alpacas, se reporté que el patron de glicosilacién varia dependiendo del

estado fisioldgico reproductivo y de su localizacién anatémica (Lépez et al., 2014).
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I11. MATERIALES Y METODOS

1. Material Biolégico

Para este estudio se utilizaron muestras de pdncreas (incluyendo los conductos
pancredticos) y de los conductos hepdticos y hepatopancredticos procedentes de 20 alpacas
adultas (de edades entre dos a tres afios) de raza Huacaya, aparentemente en buen estado de salud

clinico, sin hacer distincién del sexo y con 24 horas de ayuno.

Para el estudio macroscépico se utilizaron las muestras de los 20 animales, de los cuales
se seleccionaron seis para el estudio microscépico. El tamafio de la muestra se basé en trabajos

anatomicos similares (Ghezzi et al., 2000).
2. Lugar de ejecucion:

Las muestras fueron adquiridas en la provincia de Canchis en el departamento de Cuzco,

a 4300 msnm procedentes de animales para consumo humano del camal municipal.

El procesamiento inicial de medicién y descripcién de las muestras macroscépicas y su
conservacion se realizé en la estacion experimental IVITA Marangani, para posteriormente ser
transportadas al Area de investigacién morfolégica del Laboratorio de Anatomia Animal y Fauna
Silvestre de la Facultad de Medicina Veterinaria UNMSM en Lima para la realizacién de las

técnicas histoldgicas, de histoquimica y de lectinhistoquimica.
3. Términos de ética:

Las muestras mencionadas fueron extraidas de animales beneficiados en el camal
municipal. Todas las muestras empleadas para el presente estudio fueron obtenidas de alpacas

destinadas al consumo humano.
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4. Metodologia
4.1.- Muestras:

Las muestras corresponden al pancreas completo y los conductos pancredtico, hepético y
hepatopancredticos recién extraidos de alpacas (incluyendo el pancreas con su conducto
pancredtico integro, un fragmento de higado en forma de cubo de 5 cm? a la altura de 1a salida del
conducto hepdtico, el conducto hepatopancredtico y un segmento de 15 a 20 centimetros del

duodeno proximal para poder apreciar la ampolla hepatopancredtica).
4.2.- Transporte:

Para el estudio macroscopico se transportaron en cajas térmicas con gel refrigerante y
para el estudio histolégico las muestras fueron transportadas en recipientes herméticos de boca
ancha, envueltos en gasa médica y embebidas con una solucién de formol tamponado al 10% en

una proporcién de 1:10 entre la muestra y la solucién preservante (Megias et al., 2016).
4.3.- Equipos e Instrumental para colecta y manejo inicial de las muestras:

. Equipo de diseccién (tijeras mayo rectas y curvas, pinzas simples y diente de

ratén, mango de bisturi #4, Hojas de bisturi #20, etc.)

. Cuchillos de diferentes tamafios

. Envases contenedores de plastico de 2 litros

. Formol tamponado al 10% de uso comercial

. Guantes de latex de examen

. Ropa de protecciéon (Mandiles y mamelucos)

. Céamara fotografica CANON POWERSHOT® modelo SX301S
. Céamara fotografica SONY® DSC-HX60V

5.- Evaluacion morfolégica
La evaluacién morfoldgica se realizé mediante:
5.1.- Evaluaciéon macroscopica.

La evaluacién macroscépica se realizé con los tejidos en fresco, se describieron y midieron

las siguientes caracteristicas morfolégicas del pancreas y los sistemas de conductos:

e Ubicacién y relacion de los conductos pancredtico, hepético y hepatopancreatico con los

organos adyacentes.
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e Color del pancreas y de los conductos pancredtico, hepético y hepatopancredtico y de la
ampolla hepatopancredtica.

e Longitud y Ancho de los conductos pancredtico, hepatico y hepatopancreatico (en el caso
del conducto hepatopancredtico se consideré desde su salida del 16bulo pancreético
derecho hasta su ingreso a la ampolla hepatopancredtica en el duodeno proximal) y de la
ampolla hepatopancredtica.

Para dicha observacién las muestras fueron sometidas a un proceso de lavado con agua
destilada y luego observadas in situ por medio de un estereomicroscopio marca LEICA-EZ4.
Haciéndose posteriormente el registro fotografico con una cimara SONY® DSC-HX60V.

Para poder exponer la ampolla duodenal para su descripcién morfolégica se procedid a
realizar la apertura del segmento de duodeno por su borde mesentérico.

5.2.- Evaluacién microscépica

5.2.1- Preparacion de las laminas histolégicas

Con el objeto de ver las caracteristicas microscépicas del pancreas exocrino y del sistema
de conductos hepatopancreaticos, de forma similar a lo presentado por Ghezzi et al. (2000) en su
estudio en el conducto hepatopancredtico de la llama se realizaron seis cortes segtin se indica en

la Figura 1.

Donde se establecieron los segmentos a evaluar y comparar morfol6gicamente: conducto
pancreético (CP), conducto hepatico (CH), conducto hepatopancreético (CHP) y de tres porciones

intramurales de la ampolla hepatopancreatica (AHP-PI1, AHP-PI2 y AHP-PI3) a nivel duodenal.

Figura 1. Segmentos de cortes histolégicos del conducto pancredtico (CP), conducto hepatico
(CH), conducto hepatopancredtico (CHP) y las porciones intestinales de la ampolla
hepatopancredtica (AHP) a nivel del duodeno (PI1. PI2 y PI3)

22



Los segmentos mencionados fueron reducidos a muestras de aproximadamente un

centimetro, y puestos en formol tamponado al 10% por espacio de 48 horas.

Las muestras fueron sometidas a procesamiento hasta ser incluidas en parafina de los
cuales se realizaron cortes con un espesor de 5 pm que fueron montadas en laminas positivadas
de la marca comercial Globe Scientific Inc ®, y sometidas a una técnica histolégica convencional

de Hematoxilina y Eosina.

Ademds de estas ldminas, para el examen morfolégico se consideraron las ldminas
procesadas mediante una técnica de histoquimica (PAS) y la técnica de lectinhistoquimica como

lo realizado en otros estudios (Ahmed y Abdalla, 2016; Galotta, 2007).
5.2.2. Criterios para la evaluacion histologica de los tejidos

Para la evaluacion histolégica se consideraron ciertos criterios de cortes transversales
dentro de cada segmento, considerando cada estrato y estructura presente en los conductos como
sigue: Epitelio ductal (ED) (glicocaliz apical (GA), glicocaliz basolateral (GBL), citoplasma (C),
caracteristicas nucleares y granulos secretorios (gr)), glandulas ductales (GD) en cada una de sus
porciones, gldndula mucosa (GM) o serosa (GS), tejido conectivo (TC), paquetes de fibras
musculares (Mu), vasos sanguineos (vs) y tejido nervioso (NV). Realizando una descripcién
morfolégica y de la afinidad por la tincién de Hematoxilina y Eosina similar a la realizada por

Geleff y Bock (1984).
5.3.-Estudio lectinhistoquimico

Se emplearon 14 lectinas biotiniladas (Cuadro 1) que poseen diversa afinidad (Cuadro 2)
(VECTOR LABS®, Lectin Kit I y II) con las que se determind el patroén de glicosilacién y se
caracterizaron las estructuras constituyentes de los tejidos y las secreciones de los seis cortes

histolégicos mencionados del sistema de conductos.

Las muestras fueron procesadas en una primera instancia bajo los mismos criterios que
las muestras para el estudio histoldgico e histoquimico, es decir, sometidos a cortes transversales
de 5 um de espesor montadas en ldminas portaobjetos positivadas, y posteriormente sometidas al

protocolo estandarizado indicado por el fabricante (anexo 1).

5.3.1.- Protocolo de Lectinhistoquimica:
El protocolo se detalla en el cuadro 3. Segun las indicaciones de los KIT I y II para

lectinas biotiniladas del Fabricante VECTOR LABS®.
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Cuadro 1. Kits de lectinas I y II de VECTOR LABS®. Indicaciones sobre el origen y
concentracidn de las mismas.

KIT Origen Lectina Concentracion
Concanavalin A Con A 2 mg/ml
Glycine max (soybean) agglutinin SBA 2 mg/ml
Triticum vulgaris (wheat germ) agglutinin WGA 2 mg/ml

I  Dolichos biflorus agglutinin DBA 2 mg/ml
Ulex europaeus agglutinin 1 UEA T 2 mg/ml
Ricinus communis agglutinin RCA 2 mg/ml
Arachis hypogaea (peanut) agglutinin PNA 7.5 mg/ml
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin | GSL1 2 mg/ml
Pisum sativum agglutinin PSA 2 mg/ml
Lens culinaris agglutinin LCA 2 mg/ml

Il  Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin PHA-E 2 mg/ml
Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin PHA-L 2 mg/ml
Sophora japonica agglutinin SJA 2 mg/ml
Wheat germ agglutinin, succinylated s WGA 2 mg/ml

Cuadro 2. Afinidad de las lectinas segln el carbohidrato segiin el grupo y configuracion
anomérica (o y B).

AFINIDAD

N-Acetil N- Acetil
Galactosa galactosamina Manosa Fucosa  glucosamina
(aGal) (GalNAc) (GlcNAc¢)

o B a B

Estructuras

Lectina complejas

PNA X
SBA -
RCA1 X
DBA -
WGA - - - - - X - -
UEA 1 -
Con A X - - - - - - -
GSL1 X - -

LCA - - - X - - - -

PSA - - - X

SJA - - X - - - - -

sWGA - - - - - - X -

PHA L - - - - - - - X

PHA E - - - - - - - X
Lectinas: PNA (Arachis hypogaea (peanut) agglutinin), SBA (Glycine max (soybean)
agglutinin), RCA I (Ricinus communis agglutinin), DBA (Dolichos biflorus agglutinin), WGA
(Triticum vulgaris (wheat germ) agglutinin), UEA I (Ulex europaeus agglutinin I), Con A
(Concanavalin A), GSL I (Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin 1), LCA (Lens
culinaris agglutinin), PSA (Pisum sativum agglutinin), SJA (Sophora japonica agglutinin),
SWGA (Wheat germ agglutinin, succinylated), PHA L (Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin),
PHA E (Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin).

KX
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Cuadro 3. Protocolo de lectinhistoquimica.

Procedimiento

Preparacion
previa

Desparafinado.

Hidratacion

Bloqueo de la
peroxidasa
endogena.

Hidratacion

Lavados en
buffer fosfato
(PBS)

Inactivacion de

uniones
inespecificas

Aplicacion de
las Lectinas
biotiniladas

Descripcion del procedimiento

Las muestras una vez fijadas en formol tamponado al 10% por 48 horas, fueron
colocadas en una solucién de parafina para poder ser luego cortadas con un
micrétomo a un espesor de 5 um y luego montadas en ldminas positivadas
marca Globe Scientific inc ®

Inicialmente la muestra pasé por un proceso de desparafinado, el cual se realizé
con una solucién Neo Clear ® de laboratorios SIGMA ALDRICH, la cual es un
solvente aromdtico sustituto del Xileno. Para este proceso las muestras fueron
llevadas a dos lavados de 12 minutos

Una vez que la muestra ha sido desparafinada se le somete a un proceso de
hidratacidn, el cual comprende dos lavados de 10 minutos en Etanol al 100%.

Esto debido a que la parafina sustituye los liquidos tisulares y se requiere
hidratar los tejidos para evitar la deformacién de la histoarquitectura.

Por lo general los tejidos poseen actividad peroxidativa, como, por ejemplo, en
tejidos donde hay eritrocitos o hepatocitos, lo cual puede provocar alteraciones
en los resultados, y por lo tanto darnos una lectura equivocada, por ese motivo
se opta por someter previamente la muestra a peréxido de hidrégeno.

Las muestras se deben lavar por 30 minutos en una solucién de 200 ml de
metanol y 4 ml de perdxido de hidrogeno.

Se continua con la hidratacion de la muestra, sometiendo la muestra a diferentes
concentraciones de alcoholes de forma decreciente en cuatro lavados de cinco
minutos cada uno (dos veces de alcohol al 96%, una al 70% y una final al 50%).

Se procedi6 a realizar tres lavados en PBS de cinco minutos cada uno

Se aplic6 Suero de Albumina Bovina al 1% (BSA 1%) y se dej6 reposar las
muestras en una camara himeda a temperatura ambiente por 30 minutos.

Se procedid en una primera instancia a preparar las diluciones de las 14 lectinas
en BSA al 0.1% segtn las indicaciones de dilucion de VECTOR LABS®
(Lectin Kit I y IT). En el caso de la lectina PNA se realizé la dilucién en base a
las indicaciones que indicaba el fabricante segin se aprecia en el cuadro 2.

Se aplicaron 100 uL de las diluciones de cada una de las lectinas en sus
respectivas ldminas rotuladas con el cddigo de la muestra, corte y lectina en la
cdmara himeda y se dejaron reposar hasta el dia siguiente en refrigeracioén a
4°C.

Para el caso de la lamina control negativa se le colocaron 100 microlitros del
BSA al 0.1%, y se le dejo reposar también en la cimara hiimeda con las mismas
condiciones ambientales que las ldminas a las que se les aplicaron las lectinas.
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Lavados en

buffer fosfato
(PBS)

Proceso de
Amplificacion

Lavados en
buffer fosfato
(PBS)

Proceso de
revelado

Enjuague

Coloracion de
contraste

Fijacion del
colorante

Enjuague

Deshidratacion

Montaje de las
ldminas

Después del reposo de las ldminas a las que se les aplicaron las lectinas
biotiniladas y a los controles en la cimara himeda, se procedid a realizar tres
lavados en PBS a temperatura ambiente por cinco minutos cada uno.

Se aplicaron sobre cada muestra unos 50 uL de la solucién de Estreptavidina -
Peroxidasa (Horseradish Peroxidase Streptavidin de VECTOR LABS®) y se
colocaron las lIdminas en cdmara himeda, dejdndoseles reposar por 30 minutos
a temperatura ambiente.

Se procedieron a realizar tres lavados en PBS de cinco minutos cada uno.

En una primera parte del procedimiento se prepar6 el cromdgeno
Diaminobencidina (DAB) de Laboratorios Santa Cruz ® de acuerdo a la
dilucidn del fabricante, considerando las medidas de bioseguridad del caso.

Se aplicaron 100 uL del cromégeno preparado en cada ldmina, dejandolo hacer
la reaccién de revelado por 12 minutos, y se observé el momento para cortar la
reaccién con un lavado con agua corriente, cuando estd ya habia marcado.

Se realiz6 un lavado en agua corriente durante 5 minutos, lo cual va a permitir
cortar la reaccién de revelado de la Diaminobencidina.

Para esto se utilizé la Hematoxilina de Harris, colocando la lamina por cinco
segundos y se enjuagd en agua corriente para eliminar el excedente de
colorante.

Se procedio a realizar un lavado con agua corriente por 5 minutos.

Para esto se utiliza agua destilada mediante un lavado de 5 minutos.

Las muestras pasaron por un pasaje de lavados en alcoholes en concentraciones
crecientes (50°, 70° y 96°), dos lavados en etanol al 100% y dos lavados en un
derivado del xileno (Neo Clear®) por 5 minutos en cada solucién:

Alcohol 50°: 05 minutos
Alcohol 70°: 05 minutos
Alcohol 96° 1: 05 minutos
Alcohol 96° 2: 05 minutos
Etanol 100% 1: 05 minutos
Etanol 100% 2: 05 minutos
Neo Clear 1: 05 minutos

Se utilizé6 Neomont ® colocando una gota del producto con una ligera presion
por 10 segundos. Posteriormente se realizd la limpieza de la ldmina después de
48 horas con Neo Clear ® para retirar restos de pegamento.
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5.3.2.- Lectura de laminas:

La lectura de las ldminas se realiz6 considerando la descripcidn histolégica previa de las
estructura tisulares y citolégicas observables (nicleo, citoplasma, glicocaliz) que han reaccionado
positivamente a las lectinas y para dicha evaluacion se elaboré un score en base a la intensidad
de la tincion por las lectinas de las diferentes estructuras en base a un criterio subjetivo desde una
muestra negativa “0” en la cual no hay tincion, y una escala entre “1” a “3” donde la marcacion
haya sido “débil”, “moderada” o “fuerte” (cuadro 4) siguiendo los lineamientos de otros trabajos

(Tano De La Hoz et al., 2016; Geleff y Bock, 1984).

Cuadro 4. Score de evaluacion de las lectinas.

Calificacién Marcacién Caracteristica
. No se ve ningtin cambio de coloracién en relacién a la

0 Negativa

muestra control
1 Débil Se ve una ligera tonalidad parda
2 Moderada Se aprecia una tonalidad parda clara

Se ve un cambio bastante evidente a un color que va del
3 Fuerte

pardo o marrén oscuro o café

5.4.- Evaluacion histoquimica

Como parte de la evaluacién de los carbohidratos estructurales, se optd por utilizar una
tincién de Acido Peryédico de Schiff (PAS) para la determinacién de carbohidratos como
polisacdridos simples, mucopolisacdridos neutros, mucoproteinas, glucoproteinas del suero,

membrana basal y fibras de reticulina, glucolipidos, pigmentos ceroides y ciertas lipofucsinas.

Esta técnica se basa en la reaccion de los grupos aldehidos libres dentro de los
monosacdéridos con el reactivo de Schiff, el resultado de esta reaccién da una coloracién rojo
magenta, siendo la intensidad proporcional a la reaccion y concentracién del reactivo. Para el caso
de las mucinas esta puede reconocer principalmente las que son neutras, aunque también tiene
cierta afinidad por las de caracteristicas de pH acido; y también reconoce al glicégeno y las

glicoproteinas en especial a nivel de membrana (Suvarna et al., 2012)

Como coloracién de contraste se utiliz6 la de Hematoxilina eosina. Y se tienen como
controles positivos los tejidos de higado y traquea de perro. Siendo de particular interés para este
estudio la marcacién y reconocimiento de estos componentes glicosilados para ser utilizados

como un control positivo frente a los hallazgos con las ldminas trabajadas con lectinas.
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Los resultados considerados positivos a la tincién de PAS, fueron aquellos con una fuerte
tonalidad magenta. Y negativos los que no la presentaban, tal cual como lo utilizado en otras
investigaciones (Lopez er al, 2014). Se utilizé un criterio similar al de la lectura de
lectinhistoquimica (cuadro 4), considerando la reaccién de coloracién en los componentes

estructurales de las células de los tejidos conformantes del sistema de conductos.

Se utilizaron tanto en la Lectinhistoquimica y en la histoquimica con tincién PAS como
controles positivos cortes de Duodeno de alpaca y de trdquea de perro, y como controles negativos
la ausencia de reaccidn positiva con los vasos sanguineos en todos los cortes como en otros

estudios Ghezzi et al. (2000).
5.4.1.- Protocolo histoquimico de la tincién PAS.

La reaccién que se aprecia en esta técnica se basa en la accion del 4cido peryddico de
oxidacién de los carbohidratos formando grupos aldehido que van a tefiirse de color magenta por

la reaccién de la fucsina y el 4cido sulfirico, (Hewitson y Darby, 2010).

Los carbohidratos estdn presentes estructuralmente en los tejidos o en las secreciones.
Siendo muy usada para el diagndstico de los glicoconjugados, a pesar de tener el inconveniente
de carecer de especificidad, de ahi que se prefieran técnicas mas especificas como las de lectinas

(Hewitson y Darby, 2010).
5.5.- Analisis de imagenes.

Para el andlisis de todas las ldminas procesadas por histologia, lectinhistoquimica e
histoquimica, se empleé un microscopio marca LEICA® DM500 con una cimara LEICA®
ICCS0E incorporada, utilizando aumentos de 4x, 10x, 40X y 100X segtn lo realizado en otros
estudios (Ghezzi et al., 2000; Illanes et al., 2006).
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IV. RESULTADOS
1 Evaluacion macroscépica
1.1 Descripcion macroscopica del sistema de conductos y la ampolla

hepatopancreatica

Macroscépicamente el pancreas de la alpaca presenta una coloracién rosada pélida. Estd
conformado por dos 16bulos (derecho e izquierdo) y un cuerpo (el cual es el de menor tamafio),
estd dispuesto muy cerca al tercer compartimento géstrico y al duodeno sujeto por el mesogastrio
y el mesoduodeno. El 16bulo del lado izquierdo, es decir, el 16bulo que tiene mayor contacto con

el mesogastrio, es de mayor tamafio que el derecho.

El pancreas y el sistema de conductos se encuentran suspendidos en el mesogastrio y en
el mesoduodeno proximal. El conducto hepatopancredtico (CHP) ingresa al duodeno por su borde
antimesentérico de forma oblicua, en forma de bisel, a través de la llamada Ampolla

hepatopancredtica (AHP) (figura 2).

=

Figura 2. Exposicion del conducto hepatopancredtico in situ. La flecha sefiala al conducto
hepatopancreatico.
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Por lo comdn, el sistema de conductos y la ampolla hepatopancredtica presentan una
coloracién que tiene una tonalidad que va del color blanco nacarado al color rosado, la

consistencia de ambos es firme (figuras 2, 3 y 4).

Figura 3. Conducto hepdtico ingresando al 16bulo derecho del péancreas. Uniéndose ahi al
conducto pancredtico, la flecha negra sefiala el 16bulo derecho del pancreas y la flecha roja el
conducto hepatico.

Figura 4. Apertura del duodeno y exposicion de la ampolla hepatopancreatica (flecha). Se utilizé
una sonda metdlica rigida para la demostracion.
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1.2 Medicion del conducto hepatopancreatico (CHP) y ampolla
hepatopancreatica (AHP)

El conducto hepatopancredtico fue medido desde su salida del 16bulo derecho del
pancreas hasta su ingreso al duodeno a nivel de la ampolla hepatopancredtica. EIl CHP presenta
una longitud promedio de 2.88 cm (rango 1.50 a 5.80 cm) y un ancho de 0.33 cm (rango 0.27 a
0.45 cm) (figura 5 y cuadro 1).

La ampolla hepatopancredtica se encuentra a unos 17 cm de distancia del piloro y en
promedio tuvo una longitud de 2.63 cm (rango 2.00 a 3.30 cm) y de ancho 0.83 cm (rango 0.50 a
1.10). (Figura 4 y cuadro 1).

\ =8

Figura 5. Medici6n del ancho del conducto hepatopancreatico.

Cuadro 5. Medidas del conducto hepatopancreatico (CHP) y ampolla hepatopancreatica
(AHP) (en centimetros).

Longitud Ancho Longitud Ancho
Identificacion
Promedio 2.88 0.33 2.63 0.83
Rango 1.50-4.00 0.27-0.45 2.00-3.30 0.50-1.10
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2. Evaluacion microscopica

2.1.Descripcion histoléogica general del conjunto de conductos y la ampolla

hepatopancreatica

A continuacion,

se detalla la descripcién de cada uno de los segmentos evaluados. De

acuerdo a lo observado todo el conjunto de conductos y la ampolla hepatopancredtica presentan

similar distribucién de los tejidos:

2.1.1. Mucosa ductal:

La mucosa ductal presenta los siguientes componentes.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

Epitelio ductal, el epitelio ductal que presentan corresponde a un epitelio
que va de cubico a cilindrico simple, con células que presentan un nicleo
baséfilo de forma subesférica asentado en la base de la misma, ademas
tiene un citoplasma acidéfilo de color rosado, con presencia en algunos
casos de granulos secretorios que presentan tonalidad azulada o violacea.
Dependiendo del segmento el epitelio presenta pliegues o vellosidades e
invaginaciones hasta la submucosa, conectdndola con las gldndulas
tibuloacinares mixtas de esa zona.

Lamina propia, a este nivel se encuentra tejido conectivo y algunos

vasos sanguineos, no se observa muscular de la mucosa.

2.1.2. Sub mucosa:

2.1.2.1.

2.1.2.2.

Glandulas ductales, son de tipo tibuloacinares seromucosas,
correspondiendo a un epitelio ctibico con un nicleo esférico prominente
de orientacidn basal para el caso de la parte serosa de la glandula y unas
células piramidales de nicleo aplanado basal para el caso de la parte
mucosa. Dichas gldndulas estdn rodeadas de células mioepiteliales. Los
acimulos de glandulas ductales varfan en tamafio y distribucién
dependiendo del segmento a describirse, teniendo una tendencia a
aumentar en tamafio y nimero conforme se acercan a la ampolla
hepatopancreatica.

Tejido conectivo, se aprecia tejido conectivo laxo a nivel de los
segmentos correspondientes a los conductos hepdtico, pancredtico y
hepatopancredtico pasando presentar una mayor cantidad de vasos
sanguineos y presencia de mas fibras nerviosas a nivel de la ampolla

hepatopancreatica.
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2.1.3. Muscular

2.1.3.1. Capas musculares, se pueden apreciar paquetes de fibras musculares
lisas con disposicién concéntrica y longitudinal en todos los segmentos a
excepcidon del conducto pancredtico. La disposiciéon de los paquetes
musculares varia dependiendo de su ubicacion.
Al parecer, a nivel de la Ampolla hepatopancreética se organiza para
formar un esfinter muscular. A este nivel pueden apreciarse vasos
sanguineos y nervios.

2.1.4. Tunica adventicia serosa:

La tinica adventicia se continua con tejido conectivo laxo procedente del peritoneo
conectivo o por los tejidos de los 6rganos circundantes, por ejemplo: pancreas o duodeno

dependiendo del segmento a observarse.

2.2.Descripcion histologica por segmentos del sistema de conductos y la ampolla
hepatopancreatica
2.2.1. Conducto Hepatico (CH)

A nivel del conducto hepatico se puede apreciar un epitelio ductal cilindrico simple que

presenta invaginaciones que derivan a gldndulas tdbuloacinares (Figuras 6 y 7).

Figura 6. Conducto Hepatico (CH). H-E, objetivo 10X. Epitelio Ductal (ED), lamina propia de
Tejido conjuntivo (TC) y Glandulas ductales de tipo ttibulo acinar (GD).

El epitelio ductal cilindrico (ED) simple forma pliegues, asentado sobre una lamina

propia con tejido conjuntivo formado por fibras coldgenas (Figura 7 y 8). Se pueden
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apreciar acimulos de gldndulas ductales de tipo tibuloacinar con distinta morfologia

segun la porcidn a la que pertenezca (Figura 9).

En la submucosa también se pueden apreciar vasos sanguineos pequefios (Figura 7).
Por debajo de la submucosa se aprecian una muscular formada por pequefios paquetes de
fibras musculares lisas dispersos en el tejido conjuntivo de la subserosa del conducto

(Figura 10).

Figura 7. Conducto Hepatico (CH) H-E, objetivo 40X.Se puede apreciar en esta microfotografia
el epitelio ductal (ED) formando un pliegue. Ademads, se puede apreciar una glandula mucosa
(GM) y tejido conjuntivo (TC) con vasos sanguineos (vs)

Figura 8. Conducto Hepdtico (CH) H-E, objetivo 100X. Se puede apreciar en esta
microfotografia el epitelio ductal (ED) células epiteliales cilindricas con un nicleo (Nu) baséfilo
esférico a subesférico.
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Figura 9 Conducto Hepatico (CH). H-E, objetivo 100X. Se aprecia la porcién serosa (GS) y la
parte mucosa (GM) de una glandula ductal tibuloacinar (GD). Nétese que GS presenta células
cubicas con niicleos redondos basales. En cambio, en las GM las células son piramidales con un
nucleo basdéfilo aplanado con forma de medialuna y posicién basal.

TR

Figura 10. Conducto Hepatico (CH). H-E, objetivo 40X. En este caso se pudo apreciar un
pequeiio paquete de fibras musculares lisas (Mu) cercano a tejido nervioso (NV).

2.2.2. Conducto pancreatico (CP)

El conducto pancredtico difiere de los demds en que estd rodeado de mayor cantidad de
tejido conectivo y del mismo parénquima pancredtico organizado en lébulos. Es decir,
encontramos a un conducto tapizado por epitelio de cibico a cilindrico simple, formando una luz

de forma irregular.

35



Este epitelio cilindrico presenta una ldmina propia que asienta sobre un tejido conectivo
por lo general laxo donde predomina el tejido adiposo. Alrededor del mismo se pueden apreciar

también paquetes de tejido conectivo con fibras coldgenas (Figura 11).

Los acimulos de glandulas ductales tibuloacinares se presentan por lo general a manera
de “islas” de tejido conectivo rodeando grupos de diverso tamafio de glandulas muy similares a
las presentes en el conducto hepdtico. Difieren del conducto hepatico en que no hay la presencia
de paquetes musculares. Pero si hay una gran cantidad de vasos sanguineos y nervios en la zona

circundante a estas “islas glandulares” (Figura 12).
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Figura 11. Conducto Pancredtico (CP). H-E, objetivo 40X. Epitelio ductal (ED) con células
cubicas a cilindricas con un niicleo de afinidad basoéfila moderada. Similar al CH. También se
aprecian algunas glandulas mucosas (GM) rodeados de Tejido conjuntivo (TC).
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Figura 12. Conducto Pancredtico (CP). H-E, objetivo 40X. Se puede ver uno de los acimulos de
glandulas ductales tubuloacinares con sus porciones acinar mucosa (GM) y serosa (GS) rodeados
de tejido conectivo (TC) en una “isla glandular” cerca al pancreas. Se pueden apreciar vasos
sanguineos (vs) en la zona.
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2.2.3. Conducto Hepatopancreatico (CHP)

El conducto hepatopancreatico se caracteriza por presentar un epitelio cilindrico simple
que forma pliegues profundos que estdn asentados sobre una ldmina basal con tejido conjuntivo
formado por fibras presumiblemente coldgenas y algunas neuronas y tejido nervioso. Similar a lo
descrito en los dos segmentos anteriores (CH y CP), se pueden apreciar acimulos glandulares,

los cuales presentan comunicacién con las invaginaciones del epitelio ductal (figura 13).

Las células cilindricas del epitelio ductal (ED) como se puede apreciar en la figura 14,
presentan un glicocaliz apical (GA) y un glicocaliz basolateral (GBL) muy definidos. En la
Léamina propia del ED se puede ver un tejido conjuntivo denso formado por fibroblastos y con
presencia de vasos sanguineos capilares. En la figura 15 se puede apreciar la forma de las células
conformantes de las glandulas tiibulo acinares de secreciéon mixta, una porcién mucosa con células
piramidales y nicleo aplanado basal y otra porcidn serosa con unas células cibicas, mostrando

una luz en el centro y con un niicleo esférico.

Por debajo de la submucosa se puede encontrar una muscular conformada por dos
paquetes de fibras musculares lisas con distinta disposicién, la mas interna, que es mas delgada
es de tipo circular o concéntrica y la mds externa, que presenta aproximadamente del doble al

triple de grosor, tiene fibras musculares lisas con disposicion longitudinal (Figura 16).

Figura 13. Conducto Hepatopancreatico (CHP) H-E, objetivo 10X. Epitelio ductal y submucosa
con actimulos de gldndulas ductales (GD) y tejido conjuntivo con tejido nervioso y algunas
neuronas solitarias (NV) y capas de fibras musculares lisas de disposicién circular (Mu*) y
longitudinal (Mu).
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Figura 14. Conducto Hepatopancredtico (CHP) H-E, objetivo 100X. Epitelio ductal (ED)
conformado por células cilindricas. nicleo (Nu) baséfilo, citoplasma (C), Glicocaliz apical (GA)
y glicocaliz basolateral (GBL).
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Figura 15. Conducto Hepatopancredtico (CHP). H-E, objetivo 100X. Glandula ductal porciones
serosa (GS) y mucosa (GM).
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Figura 16. Conducto Hepatopancreatico (CHP) H-E, objetivo 100X. Fibras musculares lisas
circulares (Mu*) y longitudinales (Mu) y tejido nervioso (NV)

2.2.4. Ampolla hepatopancreatica (AHP)

Se realizaron cortes transversales a nivel de tres porciones de la ampolla hepatopancredtica para
poder describir la transicion entre la estructura propia del conducto hepatopancreatico y la
estructura propia del duodeno. La AHP presenta en todas sus porciones una mucosa tapizada por
un epitelio cilindrico secretor, que presenta vellosidades y que se encuentra asentado en una
lamina propia de tejido conjuntivo, el cual forma trabéculas en las vellosidades y que es rico en
vasos sanguineos y presenta tejido nervioso. En la Submucosa se observaron cumulos de
glandulas ductales muy similares a las presentes en los conductos predecesores y que estdn muy

organizadas y estdn presentes en mayor ndmero.

: ‘( \ A % . ,rr,-r NN ZNR (
Figura 17. Ampolla Hepatopancredtica — porcion intramural 1 (AHP-PI1). H-E, objetivo 4X.
Epitelio ductal (ED), acimulos glandulares ductales (GD) y la disposicién de fibras musculares

lisas circulares (Mu*) y longitudinales (Mu) propias del conducto y fibras musculares duodenales
(MuD¥*).
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FIGURA 18. Ampolla Hepatopancredtica — porcion intramural 1 (AHP-PI1) Tejido conjuntivo
(TC) glandulares ductales (GM y GS) y tejido nervioso (NV). H-E, objetivo 40X.

Se puede apreciar que la primera porcién de la ampolla hepatopancreatica (AHP-PI1) muestra un
epitelio cilindrico organizado formando pliegues profundos, que estin en comunicacidén con
glandulas tdbuloacinares, igual que en los segmentos CH, CP y CHP. Dichas glandulas estan
rodeadas de tejido conectivo, que forma trabéculas en el interior de los pliegues. En la parte mas
externa posee capas musculares, la mds interna, que es concéntrica, forma un anillo muscular, y
algunas otras que corresponden a fibras musculares lisas longitudinales provenientes al parecer
del duodeno. Y una tercera capa mds externa concéntrica también de fibras musculares lisas al

parecer provenientes del duodeno (figuras 17 y 18).

En su segunda porcién intramural de la AHP, la distribucién de los tejidos es muy similar
a la primera porcién intramural, solo que, a diferencia de la primera, se ven actimulos glandulares
mas organizados relacionados a los pliegues o vellosidades del epitelio ductal (ED) (figuras 19-
Ay 19-B) y los paquetes de fibras musculares mds prominentes en distintas direcciones incluso
algunas provenientes de la muscular del duodeno lo cual indica la presencia del esfinter (figura

19-B).

La tercera y tltima porcién de la AHP tiene caracteristicas histolégicas que muestran que
se trata de una zona de transicién entre la AHP propiamente dicha y el tejido duodenal, posee un
epitelio ductal cilindrico que forma pliegues o vellosidades muy desarrollados, una submucosa
que presenta grandes acimulos de glandulas tibuloacinares, tejido conjuntivo rico en vasos
sanguineos y tejido nervioso y capas musculares (figura 20-A y 20-B) caracterizandose por
presentar a nivel de su epitelio, vellosidades con células caliciformes en gran nimero por distintas
zonas (figura 20-C). Por otro lado, se pueden apreciar grandes actimulos glandulares

principalmente mucosos en la submucosa. Por ultimo, los paquetes musculares muestran
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participacién de dos capas musculares propias del conducto hepatopancreatico que se contintia en
el cuerpo de la ampolla, y algunas capas musculares que provienen de la muscular del duodeno,
formando un esfinter muscular, posiblemente para el control del flujo de la bilis y del jugo

pancredtico.

\ \

Figura 19. Ampolla Hepatopancredtica — porcién intramural 2 (AHP-PI2). A. Epitelio ductal
(ED), glandulas ductales (GD) y paquetes de fibras musculares (Mu, Mu*,MuD). H-E, objetivo
4X. B. Epitelio ductal (ED), actimulos glandulares ductales (GD) y fibras musculares lisas
circulares (Mu*) en forma de una delgada capa muscular. H-E, objetivo 40X. C. Epitelio ductal
(ED) células cilindricas dispuestas como pliegues. H-E, objetivo 100X.
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Figura 20. Ampolla Hepatopancredtica — porcién intramural 3 (AHP-PI3) A. caracteristicas
histolégicas muy similares entre esta porcion de la ampolla y el duodeno. Presencia de células
caliciformes. H-E, objetivo 4X. B. Tejido nervioso mostrando neuronas postganglionares y Tejido
conjuntivo. H-E, objetivo 100X C. Epitelio ductal (ED) con células caliciformes(CAL). H-E,
objetivo 100X
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3. Evaluacion lectinhistoquimica
3.1. Afinidad de los tejidos segin la lectina.
De acuerdo a lo observado se encontraron afinidades con diferentes intensidades para las
lectinas PNA, GSL-I, RCA-I, Con A, SBA, DBA, LCA, PSA, WGA, sWGA, UEA-],
PHA-E y PHA-L sin encontrarse afinidad por la lectina SJA en ninguno de los tejidos de
los conductos estudiados.
3.1.1. PNA.
La afinidad por esta lectina se observé de moderada a fuerte principalmente a
nivel del citoplasma de las células de las glandulas ductales, principalmente en
las glandulas mucosas tanto de los conductos hepdtico y pancreatico como de la
ampolla hepatopancredtica. Cabe resaltar que para el caso de PNA, solo se podia
ver la reaccién de coloracién en algunas células de las gldndulas ductales (cuadro
6 y figura 20).
3.1.1.1. Conducto hepatico. Se pudo evidenciar con una afinidad que iba de
moderada a fuerte a nivel del Glicocaliz apical, granulos secretorios y
citoplasma de la porciéon mucosa de las gldndulas tibuloacinares. Es
importante mencionar que la afinidad solo se puede apreciar en unas
pocas glandulas.
3.1.1.2. Conducto pancreatico. Esta lectina muestra fuerte afinidad por algunas
células de las glandulas ductales a nivel glicocaliz apical y citoplasma.
Pero la reaccién se aprecia solo en algunas gldndulas.
3.1.1.3. Conducto hepatopancreatico. No mostr6 afinidad a este nivel.
3.1.1.4. Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra reacciones
positivas a nivel de las glandulas ductales.
Porcién intramural 1. reaccién positiva moderada a fuerte en
algunas células de las gldandulas.
Porcion intramural 2. Similar al primer segmento, solo se aprecia
en unas cuantas células de las glandulas ductales.
Porcion intramural 3. Se pueden apreciar solo pocas células con
débil de reaccién positiva. Granulos secretorios dispersos en el

citoplasma de células de las gldndulas ductales a este nivel.
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Figura 21. Afinidad por la lectina PNA. A.AHP-PI2 pocas gliandulas que presentan afinidad a la
lectina. 4X B. AHP-PI2 afinidad muy fuerte en citoplasma (C) de algunas de las Glandulas
ductales (GD) objetivo 100X C. CH reaccion positiva fuerte de unas cuantas células a la lectina
a nivel de las glandulas ductales (GD). Objetivo 100X D. AHP-PI1 Afinidad moderada a fuerte
solo en algunas células de las glandulas ductales (GD). 40X. E. AHP-PI3 Moderada afinidad de
granulos secretorios (gr) en las glandulas ductales (GD). Objetivo 100X.
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Cuadro 6. Afinidad segtn tejidos de la lectina PNA.

Epitelio ductal Gléndulas ductales
I Glcocalis Citoplasma se(c}rr;?rlllg: y Glindula Glindula TC Otros
PNA Apical organelas mucosa serosa
GA) ¢cA B PN D C Gr C Gr
CH 0 0 0 0 O 23 23 23 23 0 0
CP 0 0 0 0 0 3 3 3 3 0 0
CHP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - PII 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0
AHP - P12 0 0 0 0 0 3 0 3 0 0 0
AHP - PI3 0 0 0 0 -2 0 0 0 0 0 0

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.

3.1.2. GSL-L

En el caso de GSL-I, la afinidad se muestra leve a moderada a nivel de las
glandulas ductales, ya sean mucosas o serosas, solo a nivel del conducto hepético
se puede ver una débil afinidad a nivel del citoplasma de las células del epitelio
ductal. Presenta ademds una débil a moderada a nivel del tejido conjuntivo de la
tercera porcion intramural de la ampolla hepatopancredtica (cuadro 7 y figura 21).

3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

Conducto hepatico. Muestra afinidad débil a nivel del citoplasma del
Epitelio ductal. Una moderada presencia del azicar del glicocaliz apical
y débil a nivel del citoplasma de las glandulas ductulares con presencia
de granulos de secreciéon con moderada afinidad a la lectina.
Conducto pancreatico. Débil afinidad por las células de las glandulas
ductales, a nivel de la porcién mucosa.
Conducto hepatopancreatico. en este caso también se aprecian los
granulos secretorios con afinidad débil a moderada y el citoplasma de las
glandulas ductales con afinidad moderada.
Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra reacciones
positivas a nivel de las gldndulas ductales con presencia de grdnulos
secretorios.
Porcion intramural 1. Presencia de granulos de secrecion en las
glandulas ductales tibuloacinares con débil a moderada afinidad. El

citoplasma muestra una muy ligera afinidad.
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Porcion intramural 2. presencia de una débil a moderada afinidad
de granulos secretorios en el citoplasma de las células de las
glandulas ductales.

Porcion intramural 3. afinidad moderada por las glandulas

ductales.

en Citoplasma (C) de las glandulas (GM y GS). Objetivo 100X. B. CH. Epitelio ductal (ED).
Objetivo 40X. C. CP. afinidad muy fuerte en citoplasma de algunas de las Glandulas ductales (GD)
objetivo 100X D. CHP —presencia de granulos secretorios (gr) a nivel de las glandulas ductales.
Citoplasma (C) de algunas gldndulas presentan afinidad moderada. Objetivo 40X. E. AHP-PI1
Afinidad débil a moderada en citoplasma de las gldndulas ductales (GD) y algunos granulos
secretorios (gr) de moderada afinidad. Objetivo 40X. F. AHP-PI2 Se aprecian granulos secretorios
(gr) en el citoplasma de algunas de las Glandulas ductales (GD) que muestran moderada afinidad.
40X.
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Cuadro 7 Afinidad segtn tejidos de la lectina GSL-I.

Epitelio ductal Gléndulas ductales
bectina e oealia Citoplasma Sgcrri't‘(‘)‘i‘l’js Glindula  Glindula Tejido
GSL | apical uorganelas  "MUCO53 serosa Nervioso
GA "cA B PN D € Gr C Gr
CH 0 1 1 0 0 1 2 1 2 0 0
CP 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
CHP 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0
AHP - PI1 0 0 0 0 0O oO01 12 01 12 0 0
AHP - PI2 0 0 0 0 0 o 23 0 23 0 0
AHP - PI3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 1 (tn)

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.

3.13. RCA-L
La lectina RCA-I tiene afinidad a distintos niveles, epitelio ductal, gldndulas
ductales, tejido conjuntivo e incluso las células caliciformes (cuadro 8 y figura
22).
3.1.3.1. Conducto hepatico. La afinidad en este caso corresponde a dos
estructuras, el Epitelio ductal (ED) que presenta una afinidad moderada
a nivel de su glicocaliz apical y débil en su citoplasma que al parecer
también muestra una afinidad débil de algunos granulos secretorios.
También se aprecia una afinidad débil a nivel del citoplasma de la
porcién serosa de las glandulas ductales y del tejido conjuntivo del
conducto.
3.1.3.2. Conducto pancreatico. Se encontré una moderada afinidad a nivel de
citoplasma de las células de las gldndulas ductales y del tejido conjuntivo.
3.1.3.3. Conducto hepatopancreatico. Se pueden apreciar granulos secretorios
en las glandulas ductales con una moderada afinidad a la lectina.
3.1.3.4. Ampolla hepatopancreatica: Afinidad a nivel de las glandulas ductales,
y ademads se muestra afinidad por las células caliciformes.
Porcion intramural 1. muestra una muy ligera reaccion frente a esta
lectina a nivel del citoplasma de las glandulas ductales y del tejido

conectivo.
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Porcion intramural 2. Se puede apreciar una muy afinidad débil del
citoplasma que parece mostrar algunos granulos secretorios.
Porcion intramural 3. La afinidad de esta lectina a este nivel se

puede evidenciar en el epitelio ductal (incluyendo las células

caliciformes) de forma débil a moderada.

Figura 22. Afinidad por la lectina RCA-I. A.CH epitelio ductal (ED), glandulas ductulares (GD)
y citoplasma con afinidad débil a moderada. Objetivo 40X. B. CH. Moderada reaccién en
glandulas ductales (GD) y tejido conjuntivo (TC). Objetivo 40X. C. CHP. presencia de granulos
secretorios (gr) a nivel de glandulas ductales (GD). Objetivo 100X D. AHP-PI1 — Afinidad débil
de Tejido conjuntivo (TC) y citoplasma de Glandulas ductales (GD). Objetivo 100X. E. AHP-
PI2 Se puede apreciar una afinidad débil de unos granulos secretorios (gr) en citoplasma de las
Glandulas ductales (GD) en sus porciones mucosas (GM) o serosas (GS). Objetivo 40X. F. AHP-
PI3 Epitelio ductal (ED) con moderada afinidad en células caliciformes (CAL), Glandulas
ductales (GD). Objetivo 10X.
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Cuadro 8 Afinidad segtn tejidos de la lectina RCA-L

i Epitelio ductal Gléndulas ductales
N T — Siii‘:(‘)’x’ss Gléindula  Glindula Cel
apical worganelas  MUCOS3 serosa caliciformes
(GA) CA CB PN D C Gr C Gr
CH 2 1 1 1 1 0 0 1 0 1 2
CP 0 0 0 0 0 2 0 2 0 2 0
CHP 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0
AHP - PI1 0 0 0 0 O o001 0 o001 o0 1 0
AHP - P12 0 0 0 0 0O 01 O0-1 01 01 O 0
AHP - PI3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (Cal

Glicocaliz  apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB,
perinuclear=PN, Disperso=D, Grdanulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células
caliciformes=Cal.

3.14. ConA.
La afinidad de la lectina Con A se detalla a continuacién (cuadro 9 y figura 23).
3.1.4.1. Conducto hepatico. No hay afinidad por esta lectina a este nivel.
3.1.4.2. Conducto pancreatico. Afinidad débil del citoplasma de las glandulas
ductales, pero solo de la porcidn serosa, y por el tejido conjuntivo.
3.1.4.3. Conducto hepatopancreatico. Granulos secretorios en el citoplasma de
las glandulas ductales y ligera afinidad del Tejido conjuntivo (TC).
Moderada a fuerte afinidad en el glicocaliz apical (GA) del epitelio ductal
(ED).
3.1.4.4. Ampolla hepatopancreatica: La afinidad es débil o no estd presente a
nivel de la ampolla hepatopancredtica por la lectina.
Porcion intramural 1. Muy débil afinidad del Tejido conjuntivo y
citoplasma de las glandulas ductales (GD).
Porcion intramural 2. afinidad muy débil en el tejido conjuntivo
(TC).
Porcién intramural 3. No muestra afinidad por esta lectina a este

nivel.
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Figura 23. Afinidad por la lectina Con A. A.CH moderada reaccién glandula serosa (GB) y tejido
conjuntivo (TC). Objetivo 40X. B. CHP presencia de granulos secretorios (gr) en glandulas
ductales (GD). Moderada a fuerte afinidad en el glicocaliz apical (GA) del epitelio ductal (ED).
Objetivo 40X. C. AHP-PI1. Afinidad débil citoplasma de las células de glandulas ductales (GD)
y tejido conjuntivo (TC). Objetivo 40X D. AHP-PI2 — Afinidad muy débil en el Tejido conjuntivo
(TC). Objetivo 40X. E. AHP-PI3 Afinidad débil en tejido conjuntivo (TC) y tejido nervioso
(NV). Objetivo 100X.

Cuadro 9 Afinidad segin tejidos de la lectina Con A.

Lecting Epitelio ductal Gléndulas ductales
ConA Sl Clopmm s Sttt G oo,

(GA) CA CB PN D C Gr C Gr
CH 0 o o o o o0 o o o0 o 0
CP 0 o o0 o o0 o0 o0 1 0 2 0
CHP 2-3 o o o o o 2 o0 2 1 0
AHP - PII 0 o o0 o0 o0 01 0 01 0 1 0
AHP - P12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O-1 0
AHP - PI3 0 o o o0 o 01 2 01 2 12 0

Glicocaliz  apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB,
perinuclear=PN, Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células
caliciformes=Cal.
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3.1.5. SBA
Esta lectina muestra una moderada a fuerte reaccién a muchos niveles,
incluyendo el glicocaliz apical del epitelio ductal y las gldndulas ductales (cuadro
10 y figura 24).
3.1.5.1. Conducto hepatico. La lectina SBA reacciona de forma débil a
moderada a nivel del glicocaliz apical, citoplasma y algunos granulos
secretorios del epitelio ductular. También se puede ver una reaccién débil
a nivel del citoplasma de las gldndulas ductulares tibuloacinares.
3.1.5.2. Conducto pancreatico. La reaccién es fuerte en el glicocaliz apical y
granulos de secrecion, y débil a moderado en el citoplasma de ambas
porciones de las glandulas ductales (GD).
3.1.5.3. Conducto hepatopancreatico. Afinidad moderada por las glandulas
mucosas con presencia de granulos de moderada afinidad
3.1.5.4. Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra reacciones
positivas a nivel de las glandulas ductales.
Porcion intramural 1. La afinidad se aprecia a diferentes niveles,
por un lado, el epitelio ductal presenta una afinidad moderada a
fuerte a nivel del glicocaliz apical y algunos granulos secretorios. El
citoplasma de las gldndulas ductales muestra una afinidad moderada.
Porcién intramural 2. Afinidad débil en el citoplasma de las
glandulas ductales y de grdnulos de secrecion a nivel del dpice de las
mismas.
Porcion intramural 3. Se puede apreciar reacciéon moderada de la
lectina en el epitelio de los conductos, en particular en el glicocaliz
apical. Asi como en las vellosidades de la ampolla algunas células

caliciformes. También en algunas glandulas ductales.
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Figura 24. Afinidad por la lectina SBA. A. CH Afinidad moderada glandulas serosas (GS)
Objetivo 100X. B. CH. Afinidad moderada epitelio ductal (ED) glicocaliz como en citoplasma.
Objetivo 100X. C. CP. Moderada reaccion en la gldndula serosa (GS) y de leve a moderada en la
glandula mucosa (GM) objetivo 40X D. CHP — Afinidad de débil a moderada a nivel de las
glandulas mucosas (GM). Objetivo 40X.

Cuadro 10 Afinidad segiin tejidos de la lectina SBA.

Epitelio ductal Glandulas ductales
Lectina Gramm
. . ranulos L .
SBA Glicocaliz  (eon1asma  secretorios Glandula — Glindula TC Otros
apical u organelas mucosa serosa
(GA) CA CB PN D C Gr C Gr
CH 1-2 -2 12 0 12 1 0 1 0 0 0
CP 0 0 0 0 o 23 3 23 3 0 0
CHP 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0
AHP - PI1 2-3 0 0 0 23 2 0 2 0 0 0
AHP - PI2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0
2
AHP - PI3 2 0 0 0 0 2 0 2 0 0
(Cal)

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.
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3.1.6.

DBA

La afinidad por esta lectina se observé de moderada a fuerte principalmente a

nivel del citoplasma de las células de las glandulas ductales, principalmente en

las glandulas mucosas tanto de los conductos hepético y pancredtico como de la

ampolla hepatopancredtica. Cabe resaltar que para el caso de PNA, solo se podia

ver la reaccién de coloracion en algunas células de las glandulas ductales (cuadro

11 y figura 25).

3.1.6.1.

3.1.6.2.

3.1.6.3.

3.1.64.

Conducto hepatico. EL epitelio ductal muestra una fuerte reaccién a
nivel del glicocaliz apical y presencia de granulos secretorios, citoplasma
con moderada reaccion. El citoplasma de las glandulas ductulares
tdbuloacinares muestra una débil reaccién y los grinulos secretorios
moderada (figura 25)
Conducto pancreatico. Muy similar a la reaccion observada en las
Iaminas de SBA, muestra una fuerte afinidad por las glandulas ductales
tibuloacinares y debe de recalcarse que a nivel de algunas gldndulas
mucosas se puede ver fuerte por el glicocaliz basolateral y por algunas
serosas en su glicocaliz apical (GA).
Conducto hepatopancreatico. El epitelio ductal muestra afinidad de
moderada a fuerte a nivel de su glicocaliz apical y granulos secretorios
sobre su nicleo. Por otro lado, las glandulas ductales a nivel de su
citoplasma muestran afinidad moderada y una fuerte afinidad a nivel del
glicocaliz apical de la glandula serosa.
Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra reacciones
positivas a nivel de las glandulas ductales.
Porcién intramural 1. reaccion positiva fuerte del citoplasma de las
gldndulas ductales (figura 28).
Porcion intramural 2. Esta lectina muestra afinidad moderada en
los granulos de secrecidn, débil en el citoplasma del epitelio ductal,
moderada a fuerte del glicocaliz apical. Ademds de afinidad
moderada a nivel del citoplasma de glandulas ductales (figura 27).
Porcion intramural 3. Muestra afinidad moderada por el glicocaliz
apical del epitelio ductal, asi como por el citoplasma de las mismas
células, aunque va de moderado a débil desde el dpice a la base de la
célula. Y moderada afinidad a nivel del citoplasma de las glandulas

ductales.
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Figura 25. Afinidad por la lectina DBA - conducto hepdtico (CH). A. F

uerte reaccidon en
glicocaliz apical (GA), moderada del citoplasma y presencia de granulos secretorios (gr) del
epitelio ductal (ED). 100X. B. Moderada reaccién en el citoplasma y granulos secretorios de las
glandulas ductales tibuloacinares. Objetivo 100X.

Figura 26. Afinidad por la lectina DBA Conducto hepatopancredatico (CHP). A. Afinidad
moderada a fuerte a nivel del Epitelio ductal (ED) en su glicocaliz apical (GA) y presencia de
granulos secretorios (gr). 100X. B. Moderada afinidad a nivel del citoplasma de las gldndulas

ductales (GD). Afinidad fuerte a nivel del glicocaliz apical, conductos y la glandula serosa.
Objetivo 40X.
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Figura 27. Afinidad por la lectina DBA — Ampolla hepatopancredtica — porcién intramural 2
(AHP-PI2) A. glicocaliz apical (GA) del epitelio ductal (ED) con moderada afinidad y presencia
de granulos secretorios (gr) supranucleares. Objetivo 40X. B. Afinidad moderada del citoplasma
de las Glandulas ductales (GD). Objetivo 40X.
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Figura 28. Afinidad por la lectina DBA — Ampolla hepatopancredtica — porcion intramural 1
(AHP-PI1) A. Epitelio ductular (ED) con afinidad moderada a fuerte del glicocaliz apical (GA) y
algunos granulos de secrecion (gr) supreanucleares, el citoplasma muestra afinidad débil a
moderada. Objetivo 40X. B. Afinidad moderada en el citoplasma de las gldndulas ductales (GD)
Objetivo 40X.

Cuadro 11 Afinidad segin tejidos de la lectina DBA.

Lectina Epitelio ductal Gléndulas ductales
DBA Sl it s it G e om,
GA A B PN D C Gr C Gr
CH 3 2 2 0 2 1 2 1 2 0 0
Cp 0 0 0 0 0 2-3 0 0 0 0 0
CHP 2-3 0 0 0 2-3 2 0 2 0 0 0
AHP - P11 3 1 0 2 0 230 23 0 0 0
AHP - PI2 2-3 2 1 2 0 2 0 2 0 0 0
AHP - PI3 2 2 1 0 0 2 0 2 0 0 0

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.
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3.1.7. LCA

La lectina muestra afinidad a nivel de conducto hepético, pancredtico y conducto

hepatopancreatico de intensidad débil. (cuadro 12 y figura 29).

3.1.7.1. Conducto hepatico. Al igual que PSA mostré una débil afinidad a nivel
del Tejido conjuntivo.

3.1.7.2. Conducto pancreatico. débil afinidad por el tejido conjuntivo.

3.1.7.3. Conducto hepatopancreatico. Se puede apreciar una reaccién positiva
débil a nivel del Tejido conjuntivo y granulos secretorios en el citoplasma
de las glandulas ductales.

3.1.7.4. Ampolla hepatopancreatica: No mostré afinidad a este nivel.
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Figura 29. Afinidad por la lectina LCA - conducto hepatico (CH) — Débil afinidad por la lectina
anivel de 01toplasma (C) ObJet1vo 40X.

Figura 30. Afinidad por la lectma LCA conducto hepatopancreatlco (CHP) Af1n1dad débil de

Tejido conjuntivo (TC) y presencia de gridnulos secretorios (gr) en citoplasma de Gléndulas
ductales (GD) Objetivo 40X.
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Cuadro 12 Afinidad segun tejidos de la lectina LCA.

Epitelio ductal Gléndulas ductales
Lectina Glicocaliz  (ytoplasma Siﬁ't’::‘l’js Glindula  Gléndula .
LCA apical uorganelas oot serosa
(GA) CA CB PN D C Gr C Gr

CH 0 o o o o o0 o o o0 1 0
CP 0 o o0 o o o0 o o0 o0 1 0
CHP 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0
AHP - PI1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - PI2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - PI3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.

3.1.8. PSA
La lectina PSA mostré afinidad débil a diversos tejidos como el epitelio ductal,
las glandulas ductales i el tejido conjuntivo (cuadro 13).
3.1.8.1. Conducto hepatico. Se evidencié una débil reaccion en el citoplasma
del Epitelio ductal y en el tejido conjuntivo (figura 31).
3.1.8.2. Conducto pancreatico. Se puede apreciar una afinidad débil por esta
lectina.
3.1.8.3. Conducto hepatopancreatico. Se puede apreciar una reaccioén positiva
débil a nivel del Tejido conjuntivo y granulos secretorios en el citoplasma
de las glandulas ductales. (figura 32)
3.1.8.4. Ampolla hepatopancreatica: Es muy variada la reaccién en las tres
porciones de la ampolla.
Porcién intramural 1. No mostré afinidad a este nivel.
Porcion intramural 2. Moderada afinidad de granulos secretorios y
ligera afinidad en el citoplasma de las glandulas ductales (figura 33).
Porciéon intramural 3. Se muestra una débil afinidad a nivel de
Tejido conjuntivo, y algunos granulos secretorios en las glandulas

ductales.
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Figura 31. Afinidad por la lectina PSA - conducto hepatico (CH) — Afinidad débil a moderada

en epitelio ductal (ED) y tejido conjuntivo (TC). En el citoplasma del epitelio ductal
principalmente en la zona basal. Objetivo 40X.

Figura 32. Afinidad por lectina PSA - conducto hepatopancredtico (CHP) Afinidad débil en
Tejido conjuntivo (TC) y granulos secretorios (gr) en citoplasma de Glandulas ductales (GD)
Objetivo 40X.
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Figura 33. Afinidad por la lectina PSA — Ampolla hepatopancredtica — porcién intramural 2
(AHP-PI2) Moderada afinidad por granulos secretorios (gr) y ligera afinidad en el citoplasma de
algunas de las Glandulas ductales (GD) Objetivo40X
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Cuadro 13 Afinidad segun tejidos de la lectina PSA.

Epitelio ductal Glandulas ductales
Lectima  Glicocaliz  cipoplasma Sranulos  Gléndula  Gléndula - Otros
PSA apical Sorganclys  Mucosa serosa
GA "cx B PN D C Gr C Gr

CH 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
(0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
CHP 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0
AHP - PI1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - PI2 0 0 0 0 0 1 2 1 2 0 0
AHP - PI3 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal.

3.19. WGA

La afinidad por esta lectina se observo de intensidad moderada tanto en el epitelio
como en las glandulas ductales (cuadro 14).
3.1.9.1. Conducto hepatico. Se ve una reaccion moderada a fuerte a nivel del
glicocaliz apical y moderada de granulos secretorios del epitelio ductal y
débil del citoplasma de las porciones acinares mucosas de las gldndulas
ductulares (figura 34).
3.1.9.2. Conducto pancreatico. Afinidad moderada en el citoplasma a nivel de
glandulas ductales y débil a moderada en el tejido conectivo (figura 35).
3.1.9.3. Conducto hepatopancreatico. Afinidad moderada en glicocaliz apical
del epitelio ductal y a nivel de gldndulas ductales.
3.1.9.4. Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra reacciones
positivas a nivel de las glandulas ductales.
Porcién intramural 1. Se puede apreciar una afinidad débil a nivel
del Tejido conjuntivo y del citoplasma de las glandulas ductales
tdbuloacinares, ademds se puede apreciar afinidad de débil a
moderada de la lectina a nivel del glicocaliz apical del epitelio ductal.
Porcion intramural 2. Presencia de afinidad en el epitelio ductal,
en especial a nivel del glicocaliz apical.
El citoplasma presenta una marcacién que va de moderada a débil

desde apical a basal. Presencia de grdnulos de secrecién
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perinucleares. Las glandulas ductales muestran un citoplasma de
débil a moderada afinidad.
Porcion intramural 3. El glicocaliz apical del epitelio ductal

muestra moderada afinidad, asi como las células caliciformes y el

citoplasma de las glandulas ductales.

Figura 34. Afinidad por la lectina WGA - conducto hepatico (CH) — A. moderada reaccién en
glicocaliz apical (GA) y presencia de granulos secretorios (gr) del Epitelio ductal (ED). Objetivo
100X. B. una moderada reaccién en el citoplasma de las glandulas ductales (GD). Objetivo 100X.

Figura 35. Afinidad por WGA - conducto pancredtico (CP) —moderada reaccién de glandulas
ductales tibuloacinares (GD) y débil a moderada en Tejido conectivo (TC). Objetivo 40X.
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Figura 36. Afinidad por la lectina WGA - conducto hepatopancreatico (CHP) A. Epitelio ductal
(ED) con afinidad moderada a fuerte en glicocaliz apical (GA) y citoplasma (C), variacién de
afinidad de zona apical a basal. Afinidad moderada de glandulas ductales(GD) objetivo 40X. B.
Tejido conjuntivo (TC) y gldndulas ductales (GD) objetivo 40X.

Figura 37. Afinidad por la lectina WGA — Ampolla hepatopancredtica — porcion intramural 1
(AHP-PI1) A. glicocaliz apical (GA) del epitelio ductal (ED) con moderada afinidad, y débil en
citoplasma. Objetivo 40X. B. Afinidad débil a moderada en Tejido conjuntivo (TC) y débil a
moderada de citoplasma de las Glandulas ductales (GD) Objetivo 40X

61



Cuadro 14 Afinidad segun tejidos de la lectina WGA.

Epitelio ductal Glandulas ductales
Lectina Glicoealiz  Ctoplasma Sfcrri‘t‘:i‘l’ss Glindula  Glandula Otros
WGA apical uorganelas U5 serosa
GA "cA B PN D C G C Gr
CH 2-3 0 1 0 2 0 0 1 0 0 0
CP 0 0 0 0 o 23 0 23 0 12 0
CHP 3 3 2 0 2 2 0 2 0 1 0
AHP - PI1 2 2 1 0 o 1-=2 0 12 0 1 0
AHP - P12 2 1 1 2 0 122 0 12 0 0 0
AHP - PI3 2 0 0 0 0 2 0 2 0 0 2 (Cal)

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal

3.1.10. sWGA
La afinidad por esta lectina se observé principalmente de intensidad moderada a
nivel de las glandulas ductales (cuadro 15). Y a nivel del conducto
hepatopancredtico se aprecian granulos secretorios.
3.1.10.1. Conducto hepatico. Reaccion moderada a nivel del citoplasma de las
glandulas ductulares (figura 38).
3.1.10.2. Conducto pancreatico Se aprecia en el citoplasma de las glandulas
ductales tibuloacinares con una moderada afinidad.
3.1.10.3. Conducto hepatopancreatico. Afinidad moderada a nivel del
citoplasma de las gldndulas ductales tibuloacinares 1.
3.1.10.4. Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra
reacciones positivas moderadas muy similares a nivel de las glandulas
ductales.
Porcion intramural 1. Muy similar a lo observado por la lectina
WGA, pero con menor intensidad de afinidad. Y en que no tiene
afinidad por el epitelio ductal
Porcién intramural 2. Muy similar a lo observado por la lectina
WGA, pero con menor intensidad de afinidad. Y en que no tiene
afinidad por el epitelio ductal.
Porcion intramural 3. Se puede ver una moderada afinidad por esta

lectina a nivel del citoplasma de las células de las glandulas ductales.

62



Figura 38. Afinidad por la lectina sWGA - conducto hepatlco (CH) Moderada reaccién
citoplasma de las porciones mucosas (GM) y serosas (GS) de las gldndulas ductales. Objetivo
40X.

Figura 39. Afinidad por la lectina sSWGA. A — Ampolla hepatopancredtica — porcién intramural
2 (AHP-PI2) Ligera a moderada afinidad de unas estructuras granulares (gr) supranucleares del
epitelio ductales (ED). Objetivo 100X. B. Citoplasma con moderada afinidad a nivel de glandulas
ductales (GD) Objetivo 100X.
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Cuadro 15 Afinidad segun tejidos de la lectina sSWGA.

Epitelio ductal Glandulas ductales
Lectina Glicoealiz  Citoplasma sgcrrae‘t‘(‘)’i:’ss Glindula  Glindula
SWGA apical u organelas mucosa serosa
(GA) CA CB PN D C Gr C Gr
CH 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
CP 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
CHP 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
AHP - PII 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0
AHP - P12 0 0 0O 12 0 2 0 2 0 0 0
AHP - PI3 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
Glicocaliz  apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB,

perinuclear=PN, Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células
caliciformes=Cal.

3.1.11. UEA-I

Es una

lectina mostré poca afinidad por los conductos y la ampolla

hepatopancredtica (cuadro 16).

3.1.11.1.
3.1.11.2.
3.1.11.3.
3.1.11.4.

Conducto hepatico. No mostré afinidad a este nivel.
Conducto pancreatico. No mostré afinidad a este nivel.
Conducto hepatopancreatico. No mostré afinidad a este nivel.
Ampolla hepatopancreatica: la afinidad por esta lectina es débil y solo
se presenta en dos de los segmentos de la ampolla (AHP- IM2 y AHP-
IM3).
Porcién intramural 1. No mostré afinidad a este nivel.
Porcion intramural 2. se puede apreciar una muy ligera presencia
de granulos secretorios en el citoplasma de la zona basal de las
células glandulares (figura 40)
Porcién intramural 3. se puede apreciar la débil afinidad de esta
lectina en las células caliciformes que estdn en las vellosidades, y
moderada en el citoplasma de las células que tapizan las vellosidades
y moderada reaccion a nivel del citoplasma de las glandulas ductales

(figura 41).
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Figura 40. Afinidad por la lectina UEA I — Ampolla hepatopancreética — porcién intramural 2
(AHP-PI2) Ligera afinidad por granulos secretorios (gr) en el citoplasma de algunas de las
Glandulas ductales (GD) Objetivo 40X.

L. . \"‘L b » r
FIGURA 41. Afinidad por la lectina UEA I — Ampolla hepatopancreética — porcion intramural 3
(AHP-PI3) A Afinidad débil a nivel de las células caliciformes (CAL) y del epitelio ductal de las
vellosidades. Objetivo 40X. B. moderada reaccion en las glandulas ductales (GD) Objetivo 40X

[
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Cuadro 16 Afinidad segun tejidos de la lectina UEA-I

Epitelio ductal Glandulas ductales
Lectina Glicocaliz Citoplasma s(eii'ils:)lll'(i)(fs (:Ililz(;lsl;a G;i::)lsl:lla TC Otros
UEA1 apical u organelas
GA cA B PN D C Gr C Gr

CH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CHP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - PI1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - P12 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
AHP - PI3 0 2 2 0 0 2 0 2 0 0 1

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB,
perinuclear=PN, Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV),
Células caliciformes=Cal.

3.1.12. PHA-E

Solo muestra afinidad por el tejido conjuntivo y tejido nervioso de la ampolla

hepatopancreatica y del glicocaliz apical del epitelio ductal (cuadro 17).

3.1.12.1.
3.1.12.2.

3.1.12.3.
3.1.124.

Conducto hepatico. No mostré afinidad a este nivel.
Conducto pancreatico solo se observo una afinidad ligera por el
Tejido conjuntivo (TC).
Conducto hepatopancreatico. No mostr6 afinidad a este nivel.
Ampolla hepatopancreatica: Solo muestra afinidad a nivel del
segundo segmento de la ampolla.
Porcién intramural 1. No mostré afinidad a este nivel.
Porcién intramural 2. El epitelio ductal presenta afinidad moderada
a nivel de su glicocaliz apical. Se puede ver también afinidad en el
citoplasma de las gldndulas ductales, asi como en el tejido
conjuntivo. Presencia de tejido nervioso que presenta afinidad de
débil a moderada.

Porcion intramural 3. No se mostré afinidad a este nivel.
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Figura 42. Afinidad por la lectina PHA E — Ampolla hepatopancredtica — porcidn intramural 2
(AHP-PI2) afinidad débil a moderada del glicocaliz apical (GA) del epitelio de los ductos (ED) y

del tejido conectivo (TC), Objetivo 40X.

Cuadro 17 Afinidad segun tejidos de la lectina PHA-E

Epitelio ductal Glandulas ductales
Granulos
. . . . . Glandula Glandula
Wive Gl Cloplma serdoris s’ Caroa ¢ o

GA " cA B PN D C G C Gr
CH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ccp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
CHP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AHP - P11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AHP - PI2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1-2 (NV)

AHP - PI3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Glicocaliz apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB, perinuclear=PN,
Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células caliciformes=Cal

3.1.13. PHA-L
Esta lectina mostré afinidad moderada a nivel del glicocaliz del epitelio ductal y
afinidad débil a nivel del tejido conectivo. (cuadro 18)
3.1.13.1. Conducto hepatico. No mostré afinidad a este nivel.
3.1.13.2. Conducto pancreatico. Esta lectina muestra fuerte afinidad por
algunas células de las glandulas ductales a nivel glicocaliz apical y
citoplasma. Pero la reaccién se aprecia solo en algunas glandulas.

3.1.13.3. Conducto hepatopancreatico. No mostré afinidad a este nivel.
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3.1.13.4. Ampolla hepatopancreatica: En sus tres segmentos muestra

reacciones positivas a nivel de las glandulas ductales.

Porcion intramural 1. reaccién positiva moderada a fuerte en

algunas células de las glandulas.

Porciéon intramural 2. Se puede apreciar afinidad débil en

glicocaliz apical del epitelio ductal y del tejido conjuntivo.

Afinidad moderada en tejido nervioso.

Porcion intramural 3. No hay afinidad por esta lectina a este

nivel.

Figura 43. Afinidad por la lectina PHA L — Ampolla hepatopancredtica — porcidn intramural 2
(AHP-PI2) A. El glicocaliz apical(GA) del epitelio ductal con débil a moderada afinidad, ademas
de Tejido conectivo (TC) que forma trabéculas dentro de las vellosidades del ducto con afinidad
moderada. Objetivo 100X. B. Moderada afinidad por el tejido conjuntivo (TC) y el tejido nervioso
(NV) rodeando las neuronas. Objetivo 100X.

Cuadro 18 Afinidad segin tejidos de la lectina PHA-L

Epitelio ductal Glandulas ductales
;;;an Glicocaliz Citoplasma se(%jﬁ%‘ll(z;: u (ilﬁ::(i):;a Gsl:i::s:la TC Otros
GA GBL CA CB PN D C Gr C Gr
CH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-1 0
CHP 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 2
AHP - PI1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1(NV)
AHP - PI2 2 0 0 0 0 0 0 2 0 2 1-2 0
AHP - PI3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Glicocaliz  apical=GA, citoplasma=C, citoplasma apical=CA, citoplasma basal=CB,

perinuclear=PN, Disperso=D, Grdnulos=Gr, TC=Tejido Conjuntivo, tejido nervioso (NV), Células

caliciformes=Cal.
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4. Evaluacion histoquimica

Se realizé el examen histoquimico con el objetivo de determinar los tejidos y productos de

secrecion que presentaban azicares a nivel de los seis segmentos mencionados y se encontraron

las siguientes reacciones ante la tincién PAS (cuadro 11):

4.1.Evaluacion histoquimica del Conducto hepatico

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

Epitelio ductal

En el epitelio ductal se puede apreciar que la reaccion PAS es muy fuerte a nivel
del Glicocaliz apical. Siendo a nivel de citoplasma mads intensa en la zona apical
y menos en la zona basal. Se pueden apreciar algunas fibras del tejido conectivo
con una débil reaccién PAS a nivel de la 1amina basal. (figura 44)

Glandulas ductales

Reaccién positiva muy fuerte en el citoplasma de las células de las glandulas
(figura 44). Por lo general la reaccién es muy fuerte en la porcion mucosa y de
moderada a fuerte en la serosa de las glandulas ductales.

Lamina propia y submucosa

Presenta un tejido conectivo con una débil a moderada reaccién PAS positiva. En

todo el campo de la muestra del corte (figuras 45 y 46).

Figura 44. Conducto hepatico — Coloracion PAS. Reaccién PAS positiva 3. A nivel del glicocaliz
apical y del citoplasma de la zona apical del epitelio ductal (ED) y las Glandulas ductales (GD).

Objetivo 40X.
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Figura 45. Conducto hepatlco - Coloracmn PAS. Ep1te110 ductal Reaccion PAS positiva 3. A
nivel del glicocaliz apical y del citoplasma de la zona apical que disminuye la reaccién en la zona
basal. Objetivo 100X.

Figura 46. Conducto hepatico — Coloracién PAS. Glandulas ductales. Puede apreciarse una
reaccion positiva fuerte en las glandulas tiibuloacinares. Objetivo 100X.

4.2.Evaluacion histoquimica del Conducto pancreatico

4.2.1. Epitelio ductal
En el epitelio ductal solo muestra una reaccion débil en el glicocaliz apical y de
muy débil a débil tanto a nivel del citoplasma de las células epiteliales y una
reaccion moderada a nivel de la lamina propia de tejido conjuntivo (figura 47)

4.2.2. Glandulas ductales
Muy similar a lo encontrado en el conducto hepdtico (figura 48)

4.2.3. Lamina propia y submucosa
Presenta un tejido conectivo con una débil a moderada reaccién PAS positiva. En

todo el campo de la muestra del corte (figuras 48).
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Figura 47. Conducto pancredtico — Coloracién PAS. Epitelio ductal. Puede apreciarse una
reaccion positiva muy débil en el citoplasma del epitelio ductal.

M

Figura 48. Conducto pancredtico — Coloracion PAS. Glandulas ductales. Reaccion positiva muy
fuerte en citoplasma de las glandulas mucosas (flechas azules) y una reaccién moderada en
glandulas serosas (flechas rojas). Reaccidon de débil a moderada en Tejido conjuntivo Objetivo
40X

4.3. Evaluacion histoquimica del Conducto hepatopancreatico

4.3.1. Epitelio ductal
En el epitelio ductal muestra una fuerte reaccién a nivel del glicocaliz apical, con
la presencia de algunos granulos secretorios u organelas cercanos al niicleo.
Ademds, en el epitelio se puede ver una reaccion positiva a nivel del citoplasma,
pero en la zona apical y media, mas no en la basal (figura 49)

4.3.2. Glandulas ductales
Muy similar a lo encontrado en el conducto hepdtico (figura 50) una fuerte
reaccion por las glandulas mucosas y moderada por las serosas.

4.3.3. Lamina propia y submucosa
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Tejido conjuntivo con moderada reaccion (figura 50).

GL
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Figura 49. Conducto hepatopancreatico — Coloracién PAS. Epitelio ductal. Puede apreciarse una
reaccion positiva muy fuerte a nivel del glicocaliz apical (GA) y la presencia de algunos granulos
secretorios en el citoplasma, mismo que presenta reaccion positiva, pero con una disminucién de
fuerte a moderada desde su dpice a su zona media y a muy débil en la zona basal (GB). El tejido

conjuntivo de la ldmina propia muestra una débil reaccién positiva. Objetivo 40X.
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Figura 50. Conducto hepatopancredtico — Coloracién PAS. Glandulas ductales. Fuerte reaccion
PAS positiva por las glandulas ductales tiibuloacinares en su porcién mucosa (GM) y moderada
en su porcion serosa (GS). El tejido conjuntivo (TC) se muestra con una moderada reaccion.
Objetivo 40X.

4.4. Evaluacion histoquimica de la ampolla hepatopancreatica — porcion intramural 1
4.4.1. Epitelio ductal
En el epitelio ductal solo muestra una reaccion de fuerte en el glicocaliz apical y
a nivel del citoplasma de las células epiteliales como una reaccién fuerte en el
dpice con disminucién de la intensidad a la base hasta moderado ademds una
reaccion moderada a nivel de la ldmina propia de tejido conjuntivo (figura 51)

4.4.2. Glandulas ductales
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Muy similar a lo encontrado en el conducto hepético y pancreatico, con reaccion
PAS positiva fuerte en las glandulas mucosas y moderada en las serosas (figura
52)

4.4.3. Lamina propia y submucosa

Se puede apreciar una reaccién moderada en el caso del Tejido conjuntivo tanto

a este nivel como rodeando los paquetes musculares.

Figura 51. Ampolla hepatopancredtica — porcién intramural 1 — Coloracion PAS. A. Fuerte
reaccion PAS positiva a nivel. El tejido conjuntivo se muestra con una moderada reaccion.
Objetivo 40X B. Se puede apreciar la disminucién de la intensidad desde la zona apical a la basal
en las células del epitelio ductal. Objetivo 100X.
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Figura 52. Ampolla hepatopancreatica — porcién intramural 1 — Coloracién PAS. Fuerte reaccion
PAS positiva a nivel de la porcién mucosa de la glandula ductal y moderada a nivel de la parte
serosa. El tejido conjuntivo se muestra con una moderada reaccion. Objetivo 40X.

4.5.Evaluacion histoquimica de la ampolla hepatopancreatica — porcion intramural 2

4.5.1. Epitelio ductal
Muy similar a los segmentos anteriores con una gran afinidad por el glicocaliz
apical en el epitelio y con coloracion del citoplasma y presencia de granulos
secretores (figura 53)

4.5.2. Glandulas ductales
Muy similar a lo encontrado en los otros segmentos (figura 50)

4.5.3. Lamina propia y submucosa
Se caracteriza por la presencia de mayor cantidad de tejido conectivo y reaccién
moderada a la tincién PAS. Y por la presencia de musculatura, vasos sanguineos

y tejido nervioso que no reacciona a la tincion.

@ %v ot NFE :
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Figura 53. Ampolla hepatopancreatica — porcion intramural 2 — Coloracion PAS. A. Se pueden
apreciar todas las capas de la ampolla, mostrando el epitelio ductal y las glandulas ductales una
fuerte reaccién PAS positiva. El tejido conjuntivo muestra moderada reaccién. Objetivo 10X.
B. Epitelio ductal con reaccién fuerte en el glicocaliz apical. Objetivo 100X.
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ductales (GD) con reaccién PAS positiva fuerte a nivel de la parte mucosa y de moderada a fuerte

de la serosa. Nétese que el glicocaliz apical de ambas reacciona fuertemente a la tincion. Objetivo
100X

4.6.Evaluacion histoquimica de la ampolla hepatopancreatica — porcion intramural 3

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.

Epitelio ductal

El glicocaliz apical presenta una fuerte reaccién positiva, muy similar a la
observada en los otros cortes. Pero difiere de ellos en la presencia, en algunas
partes de células caliciformes que se tifien fuertemente con la tincién PAS. Las
células epiteliales presentan una afinidad que va de fuerte a débil en relacién a si

estd a nivel del dpice o de la base de la célula.

Glandulas ductales

En este caso la reaccion positiva parece mostrarse a este nivel como si fuesen
células vacuoladas. Rodeadas de un tejido conectivo con moderada reaccién
(figura 97)

Lamina propia y submucosa

Muy similar a las porciones anteriores, solo que hay mayor presencia de tejido

nervioso. Sin reaccion positiva.
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Figura 55. Ampolla hepatopancredtica — porcion intramural 3— Coloracion PAS. A. Glandulas
ductales con una fuerte reaccion positiva a la tincién. Objetivo-100X. B. Glandulas caliciformes
(CAL) con una reaccidn fuerte PAS positiva a nivel del epitelio ductal (ED) cercano al duodeno.
Objetivo 100X.

Cuadro 19. Resumen del resultado de la Reaccion PAS por segmento en el sistema de conductos

hepatopancreéticos.
Segmento Epitelio ductal Glandulas ductales TC Otros
Reaccién  Glicocaliz Citoplasma  Granulos  Glandula Glindula
PAS secretorios u  mucosa serosa
organelas
GA CA CB PN C C
CH 3 3 1 0 3 3 1-2 0
cp 0-1 0 0-1 0 2-3 1-2 2 2-3
CHP 3 3 1 0 3 1-2 2-3 0
AHP-PI1 3 3 2 1 3 2 2-3 0
AHP-PI2 3 3 2 2 3 2-3 3 0-1
(NV)
AHP-PI3 3 3 0 2-3 2-3 2-3 2-3 3
(Cal)

O=negativo; 1=débil; 2=moderada; 3=fuerte; GA=glicocaliz apical; GBL=glicocaliz basolateral;
CA=citoplasma apical; CB=citoplasma basal; PN=perinuclear; D= disperso; C=citoplasma;
Gr=grdnulos; TC tejido conjuntivo; NV=tejido nervioso, Cal=célula caliciforme
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V. DISCUSION

Macroscépicamente el pancreas de la alpaca se constituye como un péancreas del tipo
compacto, tal cual como ocurre en los demds animales de granja (Konig y Liebich, 2004), esto
debido a que su parénquima se presenta como lébulos facilmente distinguibles a diferencia de
otras especies como los cuyes o ratas, que presentan el tipo mesentérico, que se refiere a una
disposicién difusa del mismo en el mesenterio (Dintzis y Liggitt, 2012); presenta una coloracién
rosada pdlida, se encuentra conformada por dos 16bulos (derecho e izquierdo) y un cuerpo (de
menor tamafio), el cual se encuentra dispuesto muy cercano al tercer compartimento y al duodeno

sujeto por el mesogastrio y el mesenterio similar a lo descrito por Panesi (2016).

Milaga (1976), en su trabajo de tesis sobre la anatomia e histologia del pancreas de la
alpaca, indica que el pancreas posee un solo conducto que se une al conducto biliar. Panesi (2016),
utiliza el término “Conducto hepatopancreatico” para referirse a este conducto, en base a las
referencias usadas de otras especies, como el conducto que es producto de la unién del conducto
hepatico o colédoco con el conducto pancredtico formando un conducto comin que ingresa al
duodeno por su borde antimesentérico de forma oblicua a través de la llamada “Ampolla
hepatopancreatica”. Esta unidén de los conductos ya habia sido descrita hace casi un siglo en
camellos por Stevenson (1921), y a través de los afios estudiados en otros camélidos como las
llamas (Ghezzi et al., 2000). En el presente trabajo, se realiza una descripcion morfoldgica del

mismo, corroborando lo ya descrito antes en camélidos por otros investigadores.

Parte de la importancia del conocimiento de la morfologia de este conducto radica en que
la fisiologia digestiva pancredtica y hepatica de los camélidos, que atn no estd del todo
esclarecida, y que deja la gran interrogante relacionada en cémo se realiza el control del flujo de
la bilis y el jugo pancredtico en estas especies (Fowler, 2011; Castro et al, 2015), y que
posiblemente sea como la que ocurre en los caballos, donde el flujo de bilis es constante (Klein,
2015), diferenciandose los camélidos, en que los equinos presentan los dos conductos

pancredticos, el principal y el accesorio, y ambos desembocan a nivel del duodeno. En otras
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especies mamiferas de granja, las distribuciones de los conductos dos conductos son muy variadas
(Shively, 1987), en humanos la distribucién de los conductos es también variada y se han
reportado muchas variantes a lo “anatdmicamente normal”, que viene a ser, un conducto que
proviene del 16bulo izquierdo llamado “Conducto pancreatico accesorio”, antes llamado
“Conducto de Santorini” y un segundo conducto que proviene del cuerpo y lobulo derecho, el
“Conducto pancreatico principal”, antes llamado “Conducto de Wirsung”, en humanos ha sido
muy estudiada la morfologia de los mismos. En el caso de la alpaca el conducto presente es el
que emerge del 16bulo derecho, es decir, el conducto pancredtico principal. Muy similar a lo que
ocurre en otros camélidos o en los rumiantes menores (Mustafa, 2002). Dentro las muestras de
alpaca trabajadas solo se presentd la disposiciéon de un solo conducto pancredtico, y no la

presencia del accesorio.

Las mediciones del conducto hepatopancredtico de alpaca, estuvieron en un rango de 1.5
a 5.8 cm, cuyo promedio fue de 2.88 cm, lo cual es similar a los 3 cm indicado por Fowler et al.
(2011). Lo cual es similar a lo encontrado en llamas por Ghezzi et al. (2010). La forma y
disposicién anatémica de la ampolla hepatopancredtica no ha sido descrita en alpacas, hay
trabajos donde se hace una descripcién morfoldgica de la ampolla en camellos, donde se indica
que el conducto hepatopancredtico ingresa de forma oblicua a la ampolla con una abertura oval
de unos 0.5 cm de didmetro (Ahmed y Abdalla, 2016). En llamas, Ghezzi et al. (2010) menciona
que el ingreso del mismo al duodeno es en forma de bisel y ovalado, pero un dato adicional es
que la mucosa duodenal se invagina dentro de la ampolla, de esta forma podriamos encontrar
tejidos al parecer de transiciéon entre ambos. Lo cual es compatible con lo encontrado en el
presente estudio en alpacas. Teniendo la ampolla duodenal algunas zonas con una estructura

histolégica con tejido de las vellosidades intestinales y células caliciformes.

Las evidencias de distintas capas musculares lisas con distribucion circular por una parte
y por otra longitudinal en el conducto hepatopancredtico y la presencia de un aumento del grosor
de la capa muscular més externa y la presencia de tejido nervioso y neuronas postganglionares,
hace pensar en la presencia de un esfinter a nivel de la ampolla hepatopancreatica. Lo cual puede
verse en otras especies como en los ovinos (Abdalla y Sack, 1985) pero que difiere con los
hallazgos en camellos por Ahmed y Abdalla (2016) que no encontraron capas de musculo liso en

las paredes de dicho conducto.

El conducto hepético desde el punto de vista histolégico no difiere grandemente del que
se podria encontrar en otras especies (Gellef y Bock, 1984; Egerbacher y Bock, 1997; Bock,
1978). Esta recubierto por una mucosa que posee un epitelio ductal cilindrico compuesto por
células cilindricas de nicleo esférico y con dichas células son llamadas “Colangiocitos”

(Strazzabosco y Farris, 2008). En dicho epitelio encontramos pliegues caracteristicos con
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invaginaciones formando criptas. Ademds se pueden apreciar actimulos de glandulas
tibuloacinares de secrecién seromucosa con un citoplasma pédlido y un nidcleo que varia
dependiendo de la funcién y estado fisioldgico celular, por una parte, la porcién serosa de la
glandula, que es productora de secreciones acuosas ricas en enzimas por lo general presenta un
nucleo esférico situado excéntricamente sobre la porcion basal de la célula, y la porcién mucosa
productora de mucus, presenta un ndcleo aplanado asentado también en la parte basal
(Eroschenko y Di Fiore, 2013, Gellef y Bock, 1984), lo cual es compatible con lo encontrado en
el tejido glandular tibuloacinar encontrado rodeando los segmentos del sistema de conductos

hepatopancredticos y la ampolla hepatopancreética de la alpaca.

Al realizar la comparacién histolégica entre los diferentes segmentos, se ven algunas
diferencias, por ejemplo, el conducto hepdtico al parecer posee mucha capacidad secretora, lo
cual se evidencia por la gran cantidad de glandulas ductulares, propias de un epitelio muy activo,
esto se muestra con histoquimica, ya que muestra una fuerte reaccién positiva a la tincién PAS y
reacciones positivas a los carbohidratos presentes detectados por las lectinas. Y ademads que en
sus células podemos apreciar granulos secretorios. A diferencia del conducto pancreético y el
hepatopancredtico que muestran menor actividad a nivel del epitelio ductular, es decir, poca
presencia de carbohidratos, a pesar de presentar acimulos de glandulas ductulares, demostrado
por la ausencia de reactividad a las lectinas en el epitelio ductal del conducto pancredtico y muy
baja en el conducto hepatopancreético. Asi mismo, a nivel de la ampolla hepatopancredtica se ve
una gran actividad secretora, en especial de tipo mucoso. Contando ademds con una transicién
entre el epitelio ductal de la misma ampolla y del epitelio del duodeno, evidenciado por las
glandulas caliciformes. Para el caso de camellos, se ha reportado la presencia de mayor cantidad

de glandulas a nivel del conducto hepatopancreatico (Ahmed y Abdalla, 2016).

Ghezzi et al. (2000) en su trabajo con lectinas en llamas, muestran una gran afinidad por
las lectinas que reconocen la N-acetilgalactosamina y la N-acetilglucosamina a nivel de los
epitelios, estos dos carbohidratos son estructurales y no residuos azicares de secreciones. A
diferencia de nuestro trabajo que predominé la N-acetilgalactosamina mas no la N-acetil
glucosamina. Cabe sefialar que, en dicho trabajo, solo se utilizaron siete lectinas, por lo cual se
puede deducir que las variedades estructurales de la N-acetilglucosamina y la N-
acetilgalactosamina serian mas factibles de ser detectadas con los kits utilizados en el presente

trabajo.

Segtn lo observado en el conducto hepético podemos afirmar la presencia de Galactosa,
N-acetilgalactosamina, Manosa y N-acetilglucosamina en las diferentes estructuras,
predominando la Galactosa, la N-Acetilgalactosamina y la N-Acetilglucosamina en el glicocaliz

apical, sugiriendo sean carbohidratos estructurales o algin tipo de secrecion de esas células. A
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nivel del citoplasma se puede ver la presencia de los cuatro carbohidratos con una afinidad de
débil a moderada en especial la N-Acetilgalactosamina y la presencia de grdnulos secretorios
principalmente dispersos en el citoplasma constituidos por galactosa, N-acetilgalactosamina y N-
acetilglucosamina. Dichos residuos de carbohidratos segiin un trabajo realizado también con
lectinas para ver el perfil de glicosilacion de la mucosa olfatoria del caballo (Lee et al., 2016)
donde sugieren que estén involucrados en la comunicacién célula a célula, de ahi que estén

presentes sobre todo a nivel de epitelios glandulares como este.

A nivel de las glandulas ductales, se puede evidenciar afinidad por galactosa, N-acetil
galactosamina y N-acetil glucosamina. La presencia de galactosa es determinada por la afinidad
débil a moderada tanto en el citoplasma y algunos grénulos dispersos de las gldndulas serosa
como en las mucosas a las lectinas RCA I, GSL I y PNA, claro que en el caso de la dltima, esta
muestra una afinidad de moderada a fuerte en ambos casos pero solo a unas pocas células dentro
del campo, lo cual puede dar evidencia que hay algin tipo de actividad secretoria o fisiol6gica
que sea compatible con la configuracion de galactosa que reconoce esta lectina. Por otro lado, hay
presencia de galactosa y manosa en el tejido conjuntivo conformante de la 1dmina propia,
submucosa y subserosa. En trabajos realizados en ratones por Xiao et al. (2016) muestran que

PNA es una lectina que reconoce muy selectivamente células acinares pancredticas.

La afinidad en el caso del conducto pancredtico estuvo dada solo a nivel de gldndulas
ductulares evidencidndose una afinidad de moderada a fuerte a nivel del citoplasma para la
presencia de Galactosa, N-acetil galactosamina y N-acetil glucosamina, A nivel del tejido
conjuntivo estan presentes cuatro carbohidratos de forma débil a moderada, que son galactosa, N-
acetil galactosamina, manosa, N-acetil glucosamina y estructuras complejas al mostrar coloracién
por la lectina PHA E. Dentro de los resultados se pueden encontrar muchas variedades de residuos
de azicares, lo cual puede llevar a la conclusién que los epitelios secretores, tienden a tener un
gran espectro de azicares dentro de su composicion, es algo similar a lo que concluyen Farrag et
al. (2017) en un estudio de sobre los glicoconjugados presentes en proventriculos de aves de

corral.

El conducto hepdtico tuvo una moderada a fuerte afinidad a la galactosa, N-acetil
galactosamina, N-acetil glucosamina y las estructuras complejas, pero solo a nivel del glicocaliz,
ya que solo mostrd afinidad débil a moderada por N-acetil galactosamina a nivel de su citoplasma.
Y presencia de granulos secretorios dispersos en su citoplasma de N-acetil galactosamina y N-
acetil glucosamina y perinucleares con las estructuras complejas. Las glandulas ductales mucosas
y serosas presentaron afinidad por N-acetil galactosamina, manosa y N-acetil glucosamina en su
citoplasma y presencia de granulos de galactosa, N-acetil galactosamina y manosa en las

glandulas mucosas y galactosa y manosa en las serosas. La Submucosa presentaba un tejido
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conectivo con ligera afinidad a la galactosa, manosa y N-acetil glucosamina y estructuras

complejas.

La ampolla hepatopancredtica en su primera porcién intramural present6 a diferencia de
los otros segmentos afinidad en su glicocaliz apical solo por N-acetil galactosamina y N-acetil
glucosamina y en su citoplasma por afinidad débil a moderada por N-acetil galactosamina y N-
acetil glucosamina. Con presencia de algunos granulos secretorios u organelas de N-acetil
galactosamina. Sus gldndulas serosas y mucosas se mostraron con multiples afinidades que iban
desde muy débiles a fuertes a Galactosa. Siendo la afinidad en las glandulas a N-acetil
galactosamina de muy débil a fuerte ya sean mucosas o serosas sin la presencia de granulos
secretores. La afinidad fue débil para el caso de N-acetil glucosamina que es otro carbohidrato
estructural. El tejido conjuntivo se mostré con una débil afinidad a galactosa, N-acetil
galactosamina, N-acetil glucosamina y las estructuras complejas. Y se evidenci6 tejido nervioso
con ligera afinidad a estructuras complejas en este caso PHA L, que es una lectina que reconoce
a los complejos glicoconjugados que contienen Gal-f (1-3)-GalNAc dentro de su composicion.
Lo cual ha sido utilizado en estudios histoquimicos para estudios neuroanatémicos para

determinar somas neuronales, dendritas y axones (Wouterlood y Groenewegen, 1985)

Las otras dos porciones intramurales de la ampolla presentan un patrén de glicosilacion
difieren en la presencia de fucosa, en una primera instancia como grinulos secretorios en las
glandulas ductales y luego en el citoplasma del epitelio ductular. Lo cual, sumado a que a este
nivel hay una mayor actividad secretoria, tendria por ende un mayor espectro de carbohidratos.
Fucosa es un carbohidrato algo inusual, que por su configuracién (L) que difiere con la de los
habituales carbohidratos (D) y que estd involucrado en muchos mecanismos biolégicos como
reconocimiento de antigenos, procesos cognitivos, etc. (Schneider er al., 2016). Se debe

considerar también que es un constituyente de las paredes celulares (Garret y Grisham, 2017).
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VL CONCLUSIONES

La alpaca (Vicugna pacos) posee una morfoestructura macroscopica y microscopica
a nivel de los conductos pancredtico, hepdtico y hepatopancreético y de la ampolla
hepatopancredtica muy similar a la de otros camélidos como la llama y el camello,
difiriendo con este ultimo en que la alpaca presenta en algunas partes de sus
conductos capas musculares.

El estudio permitié verificar la posibilidad de una gran actividad secretora a nivel de
los conductos pancredtico, hepatico y hepatopancredtico de la alpaca.

El patrén de glicosilacién de los conductos hepatopancreéticos de la alpaca evidencia
variaciones por segmento en su afinidad para las lectinas, a nivel del epitelio ductal
SBA, DBA y WGA y de glandulas ductales PNA, GSL-I, SBA, DBA, WGA y sWGA

fueron las lectinas predominantes.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo lectinhistoquimico
DESPARAFINADO
1. Neo Clear 1: 12 minutos
2. Neo Clear 2: 12 minutos
HIDRATACION
3. Etanol 100% 1: 10 minutos
4. Etanol 100% 2: 10 minutos
BLOQUEO DE LA PEROXIDASA ENDOGENA
5. Metanol (200ml+ 4ml de agua oxigenada): 30 minutos
CONTINUACION DE HIDRATACION
6. Alcohol 96° 1: 5 minutos
7. Alcohol 96° 2: 5 minutos
8. Alcohol 70° 5 minutos
9. Alcohol 50°: 5 minutos
LAVADO:
10. Lavado en PBS: 5 minutos
11. Lavado en PBS: 5 minutos
12. Lavado en PBS: 5 minutos
INACTIVACION DE UNIONES INESPECIFICAS:
13. Aplicar BSA 1% en cdmara himeda a temperatura ambiente: 30 minutos
LECTINA BIOTINILADA

14. Aplicar directamente en toda la muestra en cdmara himeda y dejar reposar hasta el dia siguiente
en refrigeracion (24 horas a 4°C o 4 horas a T® ambiente)

LAVADO:
15. Lavado en PBS: 5 minutos

16. Lavado en PBS: 5 minutos
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17. Lavado en PBS: 5 minutos
AMPLIFICACION:

18. Aplicar Estreptavidina - Peroxidasa en cdmara himeda y dejar reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente.

LAVADO:
19. Lavado en PBS: 5 minutos
20. Lavado en PBS: 5 minutos
21. Lavado en PBS: 5 minutos
REVELADO

22. Aplicar DAB... hasta observar marcacion y apuntar el tiempo que demord en marcar... cortar la
reaccioén con agua destilada.

ENJUAGUE:
23. Lavado en agua destilada: 5 minutos
COLORACION DE CONTRASTE:

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

FIJACION DEL COLORANTE:
25. Agua corriente: 5 minutos
ENJUAGUE:
26. Agua destilada: 5 minutos
DESHIDRATACION:
27. Alcohol 50°: 5 minutos
28. Alcohol 70°: 5 minutos
29. Alcohol 96° 1: 5 minutos
30. Alcohol 96° 2: 5 minutos
31. Etanol 100% 1: 5 minutos
32. Etanol 100% 2: 5 minutos
33. Neo Clear 1: 5 minutos
34. Neo Clear 2: 5 minutos
MONTAJE:

35. Neomont o Balsamo de Canada: 10 segundos. Limpieza de la lamina después de 48 horas con Neo
Clear para retirar restos de pegamento.
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Anexo 2. Distribucion de los conductos pancreaticos, biliares y hepatopancreaticos en los mamiferos

domésticos.

EQUINO VACUNO OVINO Y CAPRINO CANINOS FELINOS CAMELIDOS

Craneal Caudal

Conducto hepatico (CH), Conducto pancreatico principal (CPP), Conducto pancreatico accesorio (CPA),
Conducto hepatopancreatico (CHP) Vesicula biliar (VB) Conducto cistico (CC) Borde mesentérico(-

94



