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I. INTRODUCCION

El Peru es el principal productor de Camélidos Sudamericanos del mundo con mas de 4.4
millones de cabezas entre alpacas, llamas, vicuiias y guanacos de los cuales 3' 192, 870 son
alpacas (77% Huacaya y 14% Suri). La crianza de alpacas en el Pert estd distribuida
principalmente en los departamentos de Puno, Cusco, Arequipa y Huancavelica. La
explotacion de la fibra de alpaca esta bien difundida en la zona altoandina de nuestro pais,
convirtiéndose en la principal fuente de ingresos para la economia andina.

Desde hace varios afios se ha buscado una mayor eficiencia en la produccion de fibra de
alpaca, de este modo se ha evaluado el aspecto nutricional, fisioldgico y reproductivo,
encontrandose relaciones directas entre estos y el crecimiento de la fibra. El crecimiento del
pelo en ratones y humanos y de la lana en ovejas, esta regulado por la presencia y
concentracion de hormonas endocrinas, entre ellas se tiene a la prolactina. En las ovejas se
ha determinado la presencia de receptores hormonales en los foliculos primarios y
secundarios, sugiriéndose una participacion directa de diferentes hormonas en el ciclo de
crecimiento de la fibra (Stenn y Paus, 1999). En el ser humano, el pelo crece en ciclos no
sincronizados; cada pelo inicia fases del ciclo de crecimiento en tiempos diferentes. Hay
tres fases en el ciclo de crecimiento del pelo: anagen, catagen y telogen (Slobodan y
Snezana, 1998). Los mecanismos moleculares que son los responsables de este proceso
controlado con firmeza ain no estan claros, pero en la ultima década, largo pero limitado
numero de factores de crecimiento, citoquinas, neuropéptidos, neurotransmisores y
hormonas se ha demostrado que juegan papeles regulatorios importantes (Paus y Cotsarelis,

1999; Stenn y Paus, 2001).



La prolactina participa en la regulacion de los ciclos de desarrollo del foliculo piloso y
puede modular directa o indirectamente los ciclos de su crecimiento, caida y muda en
animales peludos. Los receptores de prolactina han sido localizados en queratinocitos
epidermales y foliculares de rata por hibridacion in situ (Ouhtit et al, 1993) y en
queratinocitos foliculares y fibroblasticos de la papila dermal de la oveja con un ensayo de
union radioligando (Choy et al, 1995). Los lugares de union de prolactina que exhiben
gran afinidad por el ligando fueron identificados en preparaciones de la membrana de piel
de vison, la mas alta concentracion de lugares de union fue encontrado durante el ciclo de
crecimiento del pelaje en invierno (Rose et al., 1995). La actividad de union del receptor de
prolactina y la expresion del gen del receptor de prolactina en piel de ovinos han sido
definidos recientemente (Choy et al., 1997). La prolactina y la expresion del receptor de
prolactina durante el ciclo piloso murino no estacional, el cual en contraste con la oveja en
comparacion con el cuero cabelludo del humano reportan que ambos, prolactina y receptor
de prolactina son estrictamente restringidos al epitelio del foliculo piloso y son fuertemente
dependientes del ciclo del pelo (Foitzik ef al., 2003). En ovejas los foliculos pilosos
productores de lana pueden ser inducidos a su crecimiento ciclico manipulando los niveles
de prolactina circulante, la cual altera los patrones de expresion de genes relacionados a
queratinas de la lana y ademas, esta prolactina es generada localmente en el foliculo piloso
y actia directamente en forma autocrina y paracrina en las ovejas (Pearson et al., 1999).
Por lo tanto, el lugar o lugares de accion de la prolactina en la regulacion del crecimiento
estacional de la fibra permanecen como una pregunta abierta. Es posible que los efectos
diferentes de la prolactina sobre los foliculos telégenos y anagenos puedan ser ejercidos por
medio de diferentes células blanco (Choy et al., 1997). Todos estos estudios nos indican
que existe una regulacion en el crecimiento del pelo o lana de tipo endocrino hormonal, y
que también debe existir este control en el crecimiento de la fibra de la alpaca.

El presente trabajo tiene entonces por objetivo determinar mediante la técnica
Inmunohistoquimica la presencia de receptores para prolactina (PRLRs) en células

epiteliales de foliculos pilosos primarios y secundarios de piel de alpaca (Lama pacos).



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA PIEL

2.2.

Las funciones de la piel son multiples, principalmente sirve como una barrera
protectora entre el cuerpo y el medio externo. Es un organo importante para la
homeostasis debido a que previene la pérdida excesiva de agua, asi como la invasion

de microorganismos patogenos al organismo (Fowler, 1989; Leeson et al., 1990).

La piel estda formada por dos capas: una capa externa, de origen ectodérmico,
conformado por tejido epitelial de revestimiento pavimentoso estratificado y
queratinizado, denominado epidermis y una capa interna mas densa, constituido por
tejido conjuntivo, denominado dermis o corién que tiene su origen en el mesodermo.
El revestimiento epitelial y sus derivados, los foliculos pilosos, las glandulas
sudoriparas y sebaceas se originan del ectodermo (Dellmann y Brown, 1980; Banks,

1998).

ESTRUCTURA DE LA PIEL DE ALPACA

La estructura de la piel de la alpaca, es similar a la de los otros mamiferos (Gaitan,

1967; Tapia, 1969), esta compuesta por dos capas principales bien definidas: una



externa, llamada epidermis y otra interna, mucho mas gruesa conocida como dermis

(Chambilla, 1983; Bustinza, 2001).

a. Epidermis:
La epidermis estructuralmente estd formado por un epitelio estratificado plano
queratinizado que consiste de cuatro sub- estratos: germinativo o basal, espinoso,
granuloso y corneo. No se observa el estrato lacido (Fowler, 1989; Atlee et al.,

1997, Bustinza, 2001).

v’ Estrato germinativo, es el mas profundo de la epidermis, estid en contacto
con el tejido conectivo subyacente que forma la dermis, las células que lo
conforman son cubicas en algunas zonas y en otras de aspecto cilindrico
(Fowler, 1989; Atlee et al., 1997; Bustinza, 2001; Alzola, 2002), se llama
germinativo porque es el plantel del cual se originan por mitosis todas las

c¢lulas de los demas estratos (Cormack, 1988).

v’ Estrato espinoso, conformado por células poliédricas caracterizadas por
presentar dos capas, presentado nucleos ligeramente picnoticos. Las células
superficiales son aplanadas, mientras que las profundas son poliédricas, con

nucleo ovoide o esférico y cromatina laxa (Bustinza, 2001).

v’ Estrato granuloso, consistentemente presente en piel peluda. En la mayor
parte de localizaciones esta compuesto de una capa simple de células
aplanadas y delgadas con nucleo comprimido y pequefios granulos basofilos
queratohialinos, posiblemente dichos granulos participan en la formacion de

la queratina blanda (Atlee et al., 1997).

v’ Estrato cdrneo, es el mas superficial, es delgado y esta formado por unas
escamas corneas estrechamente unidas entre si, cuyas células aparecen llenas
de una sustancia cornea llamada queratina. Estas células son escasas con

tendencia a desprenderse (Bustinza, 2001; Alzola, 2002).



b. Dermis:

Se denomina dermis a la capa conjuntiva que estd inmediatamente por debajo de
la epidermis. Se dispone en forma laminar, es mas gruesa y resistente que la
epidermis (Alzola, 2002), se encuentra compuesta principalmente de tejido
conectivo, conteniendo fibras de colageno; en su lecho se encuentran los foliculos
pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas y musculo erector del pelo, se

subdivide en dos estratos: dermis superficial y dermis profunda.

v' Dermis superficial, es delgada, caracterizada por la presencia de tejido
conectivo laxo, con un numero considerable de células conjuntivas o
fibrocitos por lo que toma el nombre de "lamina propia", la misma que se
hace progresivamente densa hacia la parte profunda, formando lineas y

tabiques que separan los "nidos foliculares" (Bustinza, 2001).

V' Dermis profunda, es mucho mas gruesa y mas densa que la capa superficial
y contiene grandes haces de fibras colagenas dispuestas paralelamente a la
superficie de la piel y es en esta zona, en donde se presentan los bulbos

pilosos (Dellmann y Brown, 1980; Bustinza, 2001).

La diferencia més notoria con la dermis de otras especies es la forma como se
distribuyen los capilares sanguineos, ya que estos forman paquetes tortuosos
alrededor de los grupos foliculares. Estos estan presentes tanto en la parte

superficial como en la parte profunda de la dermis (Bustinza, 2001).

La hipodermis o subcutis, se encuentra formado por tejido conectivo laxo, cuya
funcion es fijar la dermis a los huesos o musculos (Dellmann y Brown, 1980;
Coormack, 1988; Banks, 1998). En camélidos se considera a la hipodermis
como una capa mas de la piel, su caracteristica principal es que posee muchas

células adiposas (Atlee et al., 1997; Bustinza, 2001).



2.3. FOLICULOS PILOSOS EN LA ALPACA

La fibra en formacion se halla rodeada por una estructura tubular denominada foliculo
piloso. Estos foliculos cubren casi todo el espesor de la dermis y presenta en su base
un ensanchamiento que constituye el bulbo piloso, los cuales presentan una papila de
tejido conectivo con varios capilares. Esta papila invagina profundamente el bulbo
formando un area bastante notoria. En los Camélidos, los foliculos pilosos son de dos
clases: foliculos simples, los cuales contienen un pelo grueso Unico y los foliculos

compuestos, los cuales contienen pelos finos y multiples.

a. Foliculos pilosos simples, contienen una sola fibra, con diametro bastante grueso,
cuya médula es infalible y estan acompafiados de una glandula sudoripara, que en
algunos casos puede desembocar al foliculo o emerger libremente. Estos han sido
definidos como foliculos primarios solitarios que surgen individualmente, cada
uno teniendo una abertura separada. Los foliculos pilosos simples varian
grandemente en tamafo y estructura, dependiendo de la localizacion sobre el

cuerpo y funcion especializada (Fowler, 1989; Atlee et al., 1997; Bustinza, 2001).

b. Los foliculos pilosos compuestos, se describen como manojos de uno a varios
grandes foliculos primarios rodeados por multiples foliculos secundarios
pequefios, todos compartiendo un infundibulo folicular y abertura comun unica
sobre la superficie de la piel (Atlee et al., 1997), estdn formados por varios
foliculos de diferentes tipos y grosores, rodeados por tejido conectivo denso. Este
foliculo compuesto toma el nombre de nido folicular con un foliculo primario y

varios secundarios (Bustinza, 2001).

Los foliculos pilosos se distinguen a su vez en dos tipos: foliculos pilosos primarios y

secundarios.

v Foliculos pilosos primarios, son los primeros en aparecer. Se hallan

completamente diferenciados por su mayor tamafio y asociaciéon con ciertas



24.

estructuras accesorias, tales como glandulas sudoriparas, musculo erector del pelo
y glandula sebacea (Gaitan, 1967; Tapia, 1969). No estd rodeado completamente

por foliculos secundarios sino que se localiza a un lado de ellos (Bustinza, 2001).

v Foliculos pilosos secundarios, se identifican por un menor tamafio y por estar
situados alrededor del foliculo piloso primario, presentan ocasionalmente como

estructura accesoria una glandula sebacea (Tapia, 1969).

La relacion de foliculos secundarios y primarios (S/P) tiene un promedio general de 7,
cuya variacion es relativamente grande que va por cada foliculo piloso primario,

desde 2 hasta 17 foliculos pilosos secundarios (Bustinza, 2001).

ESTRUCTURA FiSICA DE LA FIBRA

La fibra es una formacion delgada, cilindroide, de longitud variable constituida por
células completamente queratinizadas cuyo origen es la porcion epitelial del foliculo
piloso (Alzola, 2002). La estructura fisica de la fibra se puede hacer mediante
observacion microscopica de gran aumento, la fibra de alpaca presenta 3 partes,
similar a la fibra de otros animales: cuticula, corteza y médula (Fowler, 1989;

Bustinza, 2001).

1. Cuticula:
La cuticula es la capa mas superficial de la fibra y esta formada por una sola
capa de células delgadas de forma poligonales superpuestas unas a otras, a
manera de escamas de un pez o como las tejas de un tejado (Leeson et al., 1990;

Slobodan y Snezana, 1998; Bustinza, 2001).

2. Corteza:
La corteza forma la mayor parte de la fibra y consiste en varias células

aplanadas que poseen queratina; en la alpaca la corteza es muy variable, y



aumenta su proporcion relativa a medida que la finura también aumenta. Asi,
hay fibras que solo presentan cuticula y corteza; en éstas, las células corticales
forman mas del 90% de la masa de la fibra, similar al caso de las fibras de lanas
finas. En el otro extremo, existen fibras gruesas en las cuales se distinguen
claramente la cuticula, corteza y médula; en éstas la corteza puede comprender

menos del 50% de toda la masa de la fibra (Bustinza, 2001).

3. Médula:
La médula, formada por unas pocas hileras de células incompletamente
queratinizadas, se encuentra en el centro del tallo piloso (Slobodan y Snezana,
1998). La medulacion de la fibra de alpaca, a la observacion longitudinal
presenta las siguientes caracteristicas: en las fibras mas finas hay ausencia de
médula; en las fibras de grosor intermedio es interrumpida o delgada y en las
fibras mas gruesas es de tipo latice. En la seccion transversal la médula aparece

como una demarcacion central oscura de formas variadas.

La fibra no medulada es a su vez la mas circular y corresponde a las fibras mas
finas. La medulacion fragmentada presenta una seccion circular y corresponde a
fibras finas. A medida que la fibra se engruesa, la médula se torna continua a lo
largo de su longitud; siendo también mas amplia y sélida y su seccion transversal es
ovoide arrifionada e irregular. Las fibras gruesas tienen médula solida y de gran
tamafio que presentan una seccion transversal de forma arrifionada, triangular y en
algunos la médula toma la forma de S o T. Las fibras mas gruesas (cerdas) poseen
médula continua y muy amplia, similar al tipo latice y la seccion transversal se torna

en doble T o X con extremos expandidos en forma irregular (Bustinza, 2001).

2.5. ESTRUCTURA DEL FOLICULO PILOSO

El foliculo piloso es una vaina compuesta que consiste de una:



v’ Vaina de la raiz interna; formada por tres capas: capa de Henle, capa de Huxley

y la capa cuticular

a. Capa de Henle, es la capa mas externa de la vaina interna de la raiz y esta
compuesta de una sola capa de células queratinizadas; sus células forman
un solo estrato, son planas ¢ cubicas muy bajas (Dellmann y Brown,
1980; Banks, 1998; Slobodan y Snezana, 1998; Alzola, 2002).

b. Capa de Huxley, capa media formada por una a tres capas de células
cubicas.

c. Capa cuticular, es la capa mas interna y consta de un solo estrato de

células casi planas.

v Vaina de la raiz externa, formada por varias capas de células similares a las del
estrato espinoso de la epidermis, con el que se contintia en la parte superior del

foliculo.

v Vaina de tejido conectivo, es un entramado de fibras colagenas y elasticas
circulares y longitudinales, abundantemente surcados por vasos sanguineos y

nervios (Dellmann y Brown, 1980).

2.6. CICLO DE CRECIMIENTO DEL PELO

El crecimiento de pelo normal y la caida del mismo se presentan en ciclos
influenciados por el fotoperiodo (Banks, 1998). El pelo tiene un periodo definido de
crecimiento que varia de una regioén corporal a otra, y que muestra 3 fases: anagena
(fase de crecimiento); catdgena (fase de transicion) y telogena (fase de reposo)
(Leeson et al., 1990; Atlee et al., 1997; Slobodan y Snezana, 1998; Paus y Cotsarelis,
1999; Stenn y Paus, 2001).



Fase anagena

En la etapa andgena, el germen secundario crece mas profundamente y forma un
nuevo bulbo de pelo en relacién con una papila dérmica. La mitosis continua alarga
la columna. El nuevo crecimiento desplaza al pelo en palo de golf, el cual se cae, y

el ciclo continua.

Fase catagena

Durante la etapa catagena, el bulbo del pelo llega a ser una masa queratinizada y
solida de células, y el foliculo distal es delgado. El bulbo en forma de palo de golf
se une a la columna del pelo y migra hacia el nivel de las glandulas sebaceas, este

tipo de pelo, que no presenta papilas se llama "pelo en palo de golf".

Fase telogena

En la etapa telégena, se desarrolla un germen secundario profundamente con
respecto al "pelo en palo de golf', y puede conservarse por semanas o meses

(Banks, 1998).

2.6. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO DEL PELO

El ciclo del crecimiento del pelo estda gobernado directamente por la herencia,
hormonas y por el fotoperiodo, y tan sélo indirectamente por la temperatura. Dentro
de los cuales el hormonal es el mas importante (Nesbitt y Ackerman, 1998; Gutiérrez

et al., 2005).

Factores Endocrinos: diversas hormonas tienen influencias en el crecimiento de pelo
como las hormonas sexuales (Androgenos y Estrogenos), ACTH, prolactina,

hormonas tiroideas asi como los glucocorticoides.
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2.8.

Factores Locales: como el calor y masaje aumentan la actividad metabdlica y, en

consecuencia, favorecen el rapido crecimiento del pelo.

Factores Genéticos: la genética tiene una gran importancia no solo en la caida del

cabello, sino también en cuanto a la textura, coloracion e incluso densidad pilosa.

Factores Metabélicos: la nutricion también influye sobre la cantidad y calidad de los
pelos. Sin embargo, ésta influencia se observa solamente durante la fase de desarrollo
del ciclo de crecimiento de los mismos. La pérdida de pelo suele ir asociada con la
deficiencia de uno o mas elementos nutritivos como la vitamina A, el complejo B y la
vitamina D3 son necesarias utilizadas adecuadamente, en diversas fases del desarrollo

del pelo (Bavera, 2006; Magill, 2005).

PROLACTINA

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica que es sintetizada y secretada por
células especializadas de la parte anterior de la glandula pituitaria, los lactotrofos.
Basado en sus propiedades genéticas, funcionales y de unidn, la prolactina pertenece
a la familia de lactogeno placentario/ hormona de crecimiento/ prolactina (grupo I de
las hormonas proteicas en paquete espiral (Garcia et al., 1996; Bole-Feysot et al.,
1998; Freeman et al., 2000), la PRL en los humanos estd conformada por 198
aminodcidos cuyo gen se localiza en el cromosoma 6, donde también estd ubicado el
del antigeno leucocitario humano (HLA). Se han descrito varias isoformas circulantes
de su molécula en muchos mamiferos, incluyendo los humanos: la “prolactina
pequefia” que es muy activa bioldgicamente y ocupa el 80 % de la produccion, es la
que presenta mas actividad sobre el receptor especifico y se halla en la mayoria de los
casos con hiperprolactinemias. La "prolactina grande- grande", la "prolactina grande",
la " prolactina pequefia- pequefia ", y la forma glicosada; sus pesos moleculares son
diferentes y probablemente tengan funciones distintas (Velasquez y Ferndndez, 2004).

Las variantes de la prolactina pueden ser resultados de uniones alternativas,
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hendiduras proteoliticas y otras modificaciones post traduccional de la cadena de
aminoacidos (Freeman et al., 2000). La PRL ovina es la mejor conocida, tiene un
peso molecular de 24 000 y contiene 198 aminodcidos en una cadena tnica. La
estructura primaria de PRL ovina, bovina y humana es muy similar (Garcia et al.,
1996). La PRL se sintetiza en los ribosomas de los prolactinotropos o lactotropos
adenohipofisarios, es concentrada en el aparato de Golgi y almacenada en forma de
granulos en el citoplasma celular, de donde es liberada al recibir las sefales
secretagogas. Su liberacion es episodica, en forma de pulsos de duracion, amplitud y
elevacion variables y modificada en varias condiciones fisiologicas como el suefio,
movimientos no rapidos de los ojos (REM), la ingesta alimenticia, embarazo,
lactancia y estimulos locales en mama o arcos reflejos como la vision o el llanto del

nifio (Veldsquez y Fernandez, 2004).

2.8.1. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA PROLACTINA

La prolactina es una hormona adenohipofisaria que prevalece en todos los
vertebrados. Esta implicada en un amplio espectro de acciones bioldgicas que
incluyen la nutricion del recién nacido, osmorregulacion, favorecimiento del
crecimiento, mantenimiento del metabolismo, consumo de agua, metamorfosis,

mantenimiento de los tegumentos y comportamientos migratorios y maternal.

Las acciones de la PRL pueden ser agrupadas en seis categorias distintas:

Control del agua y balance electrolitico.
Regulacion del crecimiento y desarrollo.
Efectos metabolicos.

Control de las funciones reproductivas.

Efectos en tegumentos y estructuras ectodérmicas.

D N N N N NN

Acciones sinérgicas o antagonicas con hormonas esteroides.
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Los efectos de la prolactina en mamiferos se ejercen de forma primaria en los
organos de la reproduccion, estimula la secrecion de leche y provoca el crecimiento
de la glandula mamaria durante la prefiez (Garcia ef al., 1996).

La prolactina no esta subordinada a solo roles reproductivos mas que la lactacion,
sino también juega multiples roles homeostaticos en el organismo. Ademas, ahora
estamos conscientes que la sintesis y secrecion de prolactina no esta restringida a la
glandula pituitaria anterior sino a otros organos y tejidos corporales que tiene esta
capacidad (Freeman et al., 2000).

La PRL puede modular directa o indirectamente los ciclos de crecimiento del pelo,
la caida y la muda en animales peludos; mientras que la hiperprolactinemia ha sido
asociado con hirsutismo. También se ha propuesto que la PRL participa en la
regulacion de la actividad de la glandula sebacea, desde que el acné vulgaris, puede
estar asociado con hiperprolactinemia idiopatica en ausencia de concentraciones de
androgeno alterado (Slominski y Worstman, 2000).

Diversos estudios demostraron que la PRL es también sintetizada en sitios
extrapituitarios donde actuarian como factores autdcrinos/paracrinos. Entre estos
sitios se puede mencionar los 6rganos reproductores, el sistema inmune, el cerebro y
otros 6rganos. Dentro de los organos reproductores, la PRL es producida por la
placenta, miometrio y por las cé€lulas epiteliales mamarias normales y malignas
(Bole-Feysot ef al., 1998; Silvina et al., 2003; Velasquez y Fernandez, 2004).

La primera observacion de que la prolactina es producida en el cerebro se comprobd
hallando la inmunoreactividad de la prolactina en los terminales axonicos del
hipotdlamo. La inmunoreactividad de la prolactina fue encontrada
subsecuentemente en el telencéfalo de la corteza cerebral, hipocampo, amigdala,
septo, putamen caudado, tronco cerebral, cerebelo, médula espinal, plexos
coroideos, y los organos circumventriculares (huecos). La prolactina puede ser
detectada en las células epiteliales de las glandulas mamarias lactantes también en la
leche misma (Freeman et al., 2000).

En la actualidad diversos estudios como el de Foitzik et al.(2003), quienes al
adicionar PRL (400ng/ml) a foliculos pilosos anagenos en cultivos de 6rganos

cutaneos murinos por un lapso de 72 horas obtuvieron como resultado catagen
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2.8.2.

prematuro in vitro asi como un decline en el nimero de proliferacion de
queratinocitos bulbares pilosos; estos datos apoyan el concepto de que la PRL es
generado localmente en el epitelio del foliculo piloso, el cual actuaria directamente

de forma autocrina o paracrina para la modulacion del ciclo piloso.

INHIBIDORES Y ESTIMULADORES DE PROLACTINA

La secrecion de PRL esta tonicamente inhibida por la dopamina secretada en los
nucleos hipotaldmicos y que alcanza la hipofisis a través de los capilares del sistema
portal hipotalamo-hipofisario, donde a su vez se ha descrito una circulacion de
retorno desde la glandula al hipotdlamo. Varios neuropéptidos también la inhiben,
entre los que se encuentran: el d&cido gamma-amino-butirico (GABA) en la hipofisis,
las catecolaminas y acetilcolina. Otras sustancias son inhibidoras: la levodopa y
alcaloides derivados del ergot. Por el contrario, su secrecion es estimulada por la
hormona estimulante de tirotropina (TSH), serotonina (5- HT), histamina,
betaendorfinas, colecistoquinina (CCK), polipéptido intestinal vasoactivo (VIP),
bombesina, neurotensina y sustancia P y por varios medicamentos tales como los
derivados de las fenotiazinas, y cloropromazina y drogas utilizadas como
antieméticos o antiulcerosos (cimetidina y derivados) (Veladsquez y Fernandez,

2004).

2.9. RECEPTORES DE PROLACTINA

El receptor de prolactina (PRLR), es una simple proteina de membrana que pertenece
a la clase 1 de la superfamilia de receptores de citoquina. Al igual que sus ligandos,
los receptores de PRL y Hormona de crecimiento comparten varias caracteristicas
estructurales y funcionales a pesar de su baja (30%) secuencia homoéloga. Cada uno
contiene membrana extracelular, transmembrana y dominio intracelular (Freeman et

al., 2000).
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El gen que codifica el R- prolactina estd localizado en el cromosoma 5 y contiene 10
"exones" por lo menos. La regulacion de la transcripcion del gen de R- prolactina es
realizado por tres diferentes promotores tejido especifico. Promotor I es especifico
para las gonadas, promotor II para el higado y el promotor III es "genérico", presente
en ambos tejidos gonadal y no gonadal. Numerosas isoformas de R- prolactina han
sido descritas en diferentes tejidos. Aunque las isoformas varian en longitud y
composicion de sus dominios citoplasmaticos, sus dominios extracelulares son
idénticos. Las tres mayores isoformas R- prolactina descritas en ratas son: corto (291
aminoacidos), intermedio (393 aminodacidos) y largo (591 aminoacidos). En ratones,

una larga y 3 cortas isoformas han sido descritas (Freeman et al., 2000).

2.9.1. DISTRIBUCION DEL RECEPTOR DE PROLACTINA

Los receptores de prolactina (PRLRs) estan extensamente distribuidos a través del
cuerpo (Bole-Feysot et al., 1998), por lo tanto el PRLR y su mensajero son
encontrados en la glandula mamaria y en el ovario, sitios importantes de accion de
la prolactina en mamiferos. Asi mismo, el receptor y su ARNm son encontrados
ademas en numerosas partes del CNS. Como lo describi6 Freeman et al. (2000),
para la forma larga del PRLR en el cerebro de rata. Receptores para las hormonas
pituitarias, para la prolactina, LH y HCG también se expresan en piel (Slominski y
Worstman, 2000). En realidad, es dificil encontrar un tejido que no exprese ningun
mRNA PRLR o la proteina. De acuerdo a su extensa distribucion de receptores,
hasta el momento se ha reportado mas de 300 acciones distintas de PRL en varios
vertebrados, incluyendo efectos sobre balance del agua y la sal (electrolitico),
crecimiento y desarrollo, metabolismo endocrinologico, comportamiento,
reproduccion, regulaciéon y proteccion inmune (Bole-Feysot et al, 1998). Los
receptores de prolactina se localizan en las membranas plasmaticas del aparato de
Golgi y del reticulo endoplasmatico de las células de diferentes oOrganos,
principalmente la glandula mamaria, pero también en las adrenales, rifidon, prostata,
ovarios y corion de la placenta (Garcia et al., 1996); por otro lado, presentes

también en una amplia variedad de 6rganos periféricos como la glandula pituitaria,
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corazén, pulmon, timo, bazo, higado, pancreas, rindn, glandula adrenal, utero,
musculo esquelético y piel (Freeman et al., 2000).

Ademas de los receptores nativos en la glandula mamaria para la acciéon de la
prolactina en sus diferentes isoformas, otros tipos de receptores para PRL se han
localizado en higados de ratas con una secuencia de aminoacidos similares a los de
la hGH; son mas abundantes en las hembras. Los PRLRs también se encuentran en
hipotalamo, suprarrenales, rifidon, pancreas, ovarios, testiculos, tejido linfoide,
prostata, vesiculas seminales y cerebro. En humanos, el PRLR es codificado por un
gen en el cromosoma S5p 13-14, cerca del gen para el receptor de hormona de
crecimiento y pertenece a una familia que incluye a citoquinas y algunos factores de
crecimiento, lo que le ha dado soporte a su dualidad como hormona y citoquina

(Ben- Jonathan et al. 1996; Velasquez y Fernandez, 2004).

Receptores de prolactina han sido localizados en queratinocitos epidermales y
foliculares de rata por hibridacion in situ y en queratinocitos foliculares y
fibroblasticos de la papila de la dermis de la oveja con un ensayo de union
radioligando (Ouhtit et al., 1993; Choy et al., 1995). Mediante autoradiografia,
inmunocitoquimica, pruebas de unién de receptores estandar, transcriptasa reversa-
PCR, y prueba de proteccion de ribonucleasa, se demostrd que los plexos coroideos

tienen una muy alta densidad de receptores de prolactina (Freeman et al., 2000).

2.10. INMUNOHISTOQUIMICA

La Inmunohistoquimica (IHQ) tiene como fundamento la deteccion y localizacion de
antigenos celulares o tisulares mediante reacciones antigeno- anticuerpo. La
inmunohistoquimica al combinar técnicas anatomicas, inmunoldgicas y bioquimicas,
permite localizar componentes tisulares definidos ("in situ") mediante el empleo de
anticuerpos especificos y de moléculas marcadoras (Gimeno et al, 2003), como

fluorocromos (técnicas de Inmunofluorescencia), enzimas (técnicas

16



Inmunoenzimaticas) y particulas de oro coloidal (técnica Inmunometalico) (Elias,

1990; Curso Virtual, 2005).

La THQ tienen diferentes variantes, estas se clasifican en funcion al marcador (Neira,

2005):

Inmunofluorescencia
Inmunoenzimatico
Inmunometalico

Inmunorradiactivo

AN N NN

Inmunoferritina

La inmunohistoquimica es mas especifica y sensible que otras pruebas histoquimicas,
son extremadamente sensitivas y pueden detectar cantidades muy pequefias (ejemplo
nanogramos o moléculas individuales) de una sustancia (Mills, 1992), el resultado es
bueno dependiendo de la calidad de los agentes inmunoldgicos, de la preparacion de
[HQ y de la interpretacion (Elias, 1990; Gimeno et al., 2003).

Aunque la inmunohistoquimica, es una ciencia relativamente joven, causo impacto en
patologia, oncologia y histologia durante la década pasada debido a que produjo altos
niveles de especificidad (Elias, 1990; Gonzales, 2004), convirtiéndose en una
herramienta de enorme utilidad en anatomia patoldgica; en patologia humana ha
permitido avances espectaculares en el diagnostico histopatoldgico. La deteccion
exacta de antigenos en células y en tejidos ha aportado valiosa informacion en el
estudio de los mecanismos de enfermedad, expandiendo asi notablemente el
diagnoéstico histopatologico al brindar datos sobre pardmetros bioquimicos de los
tejidos en estudio, y adquirid valor prondstico al reconocer moléculas que se
correlacionan con el comportamiento bioldgico de diversos procesos (Gimeno et al.,
2003), la THQ contribuyen también al diagndstico precoz, a la formulacion de
diagnosticos mas precisos y a la prediccion de respuestas al tratamiento. Estas técnicas
tienen menor costo y son mas rapidas que la microscopia electronica (Gonzales,

2004).
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Si bien la identificacion de una sustancia o de un agente infeccioso suele ser
significativa, la IHQ puede informar la exacta localizacion en células o tejidos, la
existencia y el tipo de lesiones en relacion con el antigeno, permite también identificar
gérmenes potencialmente peligrosos que han sido inactivos por la formalina,
generalmente con ventajas en cuanto a rapidez y costos. La IHQ hoy en dia es muy
utilizada en el diagndstico de tumores y sus aportes frecuentemente son concluyentes,
al permitir la identificacion de marcadores tisulares especificos (filamentos
intermedios, hormonas, marcadores neurologicos, antigenos superficiales

leucocitarios, etc.) (Gimeno et al., 2003).

2.10.1. FUNDAMENTO INMUNOLOGICO DE LOS METODOS

INMUNOHISTOQUIMICOS: ANTIGENOS Y ANTICUERPOS

Antigenos

Se define como un antigeno (Ag) a toda sustancia o particula animada o inanimada,
de cualquier constitucion quimica, que introducida a un organismo superior por
cualquier via o perteneciente al mismo, no sea reconocida como propia e induzca en
éste una respuesta inmunologica humoral (produccion de anticuerpos) y/o celular
detectables tanto in vivo como in vitro (Gimeno et al., 2003); se define también
como cualquier sustancia a la que se unen especificamente una molécula de
anticuerpo o un receptor de la célula T (Abbas et al, 2002). En
inmunohistoquimica, el antigeno es la sustancia que tratamos de demostrar (Mills,

1992).

Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas del suero, inmunoglobulinas (Ig), que son producidas
en respuesta a una sustancia especifica (antigeno). El proposito de los anticuerpos

en el organismo es de neutralizar el efecto del antigeno (Mills, 1992), las moléculas

de anticuerpos pueden separarse en clases y subclases especificas en funcion de las
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diferencias en la estructura de las regiones C de sus cadenas pesadas. Las distintas
clases de moléculas de anticuerpos también reciben el nombre de isotipos, abarcan
cinco clases mayores, que citadas en el orden en que decrecen en el plasma o suero
son: IgG, IgA, IgM, IgD y IgE. De las cinco clases de inmunoglobulinas, IgG y IgM
son los anticuerpos utilizados con mayor frecuencia en inmunohistoquimica

(Boenisch, 2002).

Todas las moléculas de anticuerpos comparten las mismas caracteristicas
estructurales bdasicas, pero presentan una notable variabilidad en las regiones de
uniéon al antigeno. Esta variabilidad justifica la capacidad de los diferentes
anticuerpos de unirse a un asombroso numero de antigenos estructuralmente
distintos. Todos los anticuerpos tienen una estructura basica simétrica compuesta de
dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H). Cada cadena
ligera esta unida covalentemente a una cadena pesada por un puente disulfuro, y las
dos cadenas pesadas estan unidas entre si mediante puentes disulfuro. Las cadenas
pesadas y ligeras de las Ig se componen de regiones variables (V) amino terminales
(N-terminales) y de regiones constantes (C) carboxi terminales. La region V de una
cadena pesada (Vy) se yuxtapone con la region V de una cadena ligera (Vi) para
formar un sitio de unién al antigeno. Debido a que la unidad estructural bésica de
cada molécula de anticuerpo contiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, la
molécula contiene dos sitios de unidn al antigeno.

Los anticuerpos pueden actuar como antigenos cuando se introducen en huéspedes
extrafos, desencadenando la produccién de anti-anticuerpos. Los anticuerpos se
pueden utilizar para identificar la distribucion anatomica de un antigeno en el
interior de un tejido o en los compartimentos de una célula. Los anticuerpos tienen
la capacidad de reconocer como antigeno practicamente cualquier clase de molécula
bioldgica, entre otras los metabolitos intermedios, los azucares, los lipidos, los
autacoides y las hormonas, asi como macromoléculas del tipo de los hidratos de
carbono complejos, los fosfolipidos, los acidos nucleicos y las proteinas.

Un anticuerpo se une s6lo a una parte especifica de la macromolécula, denominada

"determinante antigénico o epitope". Los anticuerpos presentan una notable
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especificidad por los antigenos, y son capaces de detectar pequefias diferencias en la

estructura quimica (Abbas et al., 2002).

a.

Anticuerpos Policlonales

Los anticuerpos policlonales son producidos por diferentes células plasmaticas
y, en consecuencia, son disimilares inmunohistoquimicamente; estos reaccionan
con varios epitopes sobre el antigeno para el que fueron originados. El animal
mas frecuentemente utilizado para la produccioén de anticuerpos policlonales es
el conejo, seguido por la cabra, cerdo, oveja, caballo, cobayo y otros (Boenisch,

2002).

Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son el producto de un clon individual de células
plasmaticas. Los anticuerpos de wun clon dado son idénticos
inmunoquimicamente y reaccionan con un epitope especifico en el antigeno
contra el cual han sido originados. El animal usado casi exclusivamente para la
produccion de anticuerpos monoclonales es el raton, probablemente por razones
de economia (Boenisch, 2002). Para la produccion de anticuerpos monoclonales,
se basa en el hecho de que cada linfocito B produce anticuerpos con una tnica
especificidad. Debido a que los linfocitos B normales no pueden crecer de forma
indefinida, es necesario inmortalizar las células B productoras de un anticuerpo
especifico, esto se lleva a cabo mediante fusion celular, o hibridacion de células
somaticas, entre una célula B productora de anticuerpos normal y una célula de
mieloma, seguido de la seleccion de las células fusionadas que secretan el
anticuerpo de la especificidad deseada derivado de la célula B normal. Estas
lineas celulares derivadas de la fusion, inmortalizadas y productoras de
anticuerpos, se denominan "hibridomas", y los anticuerpos que producen reciben

el nombre de "anticuerpos monoclonales" (Abbas et al., 2002).
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Un "suero" monoclonal es aquel que concentra, en gran cantidad, anticuerpos
especificos contra un solo epitope. Este tipo de "suero" solo se logra en el
laboratorio, mediante procesos biologicos dirigidos. Dichos procesos consisten
en inocular el antigeno purificado en ratones induciendo en éstos la produccion
de gran cantidad de anticuerpos especificos. Los ratones son posteriormente
sacrificados para extraerles el bazo que contiene gran cantidad de linfocitos B.
Estas células son mezcladas con células de mieloma (tumor de células
plasmaticas) para inducir la fusion de ambas (produccion de hibridomas), en un
medio adecuado a tal fin. Los hibridomas resultantes deben ser sembrados por
dilucion limitante en policubetas para su crecimiento. Cada una de estas células
en su propio pocillo comenzaréd a producir un determinado tipo de anticuerpos
debiéndose seleccionar aquel que sea especifico para el epitope deseado

(Gimeno et al., 2003; Bourne, 1983).

Las ventajas de los anticuerpos monoclonales frente a los anticuerpos

policlonales son:

v" Los anticuerpos monoclonales son homogéneos y a diferencia de los
policlonales, no varian con cada inmunizacién o sangria realizada al animal.

v" No se requiere el uso de antigenos purificados para las inmunizaciones; a
pesar de ello se obtienen anticuerpos de gran pureza.

v" Los cultivos permanentes pueden proporcionar el anticuerpo de forma

ilimitada (Curso virtual, 2005).

Los anticuerpos policlonales tienen una gran sensibilidad, pero poca
especificidad mientras que los anticuerpos monoclonales, tienen una gran
especificidad y poca sensibilidad (Neira, 2005); tanto los anticuerpos
monoclonales como los policlonales se pueden unir a moléculas marcados o
trazadoras que permiten visualizar el lugar de reaccidon con sus respectivos

antigenos.
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2.10.2. ENZIMOLOGIA BASICA

Los métodos de coloracion inmunoenzimaticos utilizan reacciones de enzima-

substrato para convertir a los cromogenos sin color en productos finales coloreados.

Enzimas

Las enzimas son catalizadores que actian sobre un sustrato para acelerar su
conversion a un producto (Mills, 1992), una clasificacion muy amplia de las
enzimas incluiria enzimas hidroliticas (esterasas, proteasas), fosforilasas, enzimas
oxidoreductivas (deshidrogenasas, oxidasas, peroxidasas), enzimas de transferencia,
descarboxilasas y otras. La actividad enzimatica depende de diversas variables, tales
como las concentraciones de enzima y substrato, pH, concentracion de sal en el

buffer, temperatura y luz.

La seleccion de la enzima mdas adecuada para una aplicacion inmunohistoquimica en

particular depende de ciertos criterios:

v’ La enzima deberd estar disponible en forma altamente purificada y ser
relativamente econdmica.

v" La conjugacion (por ejemplo, union covalente a un anticuerpo o avidina) o
unioén no covalente no debera abolir la actividad de la enzima aunque podra
disminuirla.

v' La enzima conjugada debera ser estable en solucion.

v' La actividad endogena de la enzima sélo deberd interferir de una manera
minima con la coloracion especifica del antigeno.

v" Los productos de la reaccion enzimatica deberan ser facilmente detectables y

estables.

De las enzimas usadas en las aplicaciones inmunohistoquimicas, la peroxidasa de

rabano y la fosfatasa alcalina son las mas utilizadas (Boenisch, 2002).
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PEROXIDASA DE RABANO (HRP)

La peroxidasa, es la enzima que mas se utiliza como marcador inmunoenzimatico
(Neira, 2005), la variante mas habitual del método inmunoenzimatico utiliza la
enzima peroxidasa de rabano y recibe generalmente el nombre de técnica de
inmunoperoxidasa (Abbas et al., 2002).

La Peroxidasa de Rabano (HRP), tiene un peso molecular de 40 kD y es aislada de
la raiz de la planta de rabano. Tiene un grupo con contenido de hierro (hematina)
como su sitio activo y en solucion su color es marron; dicha sustancia primero
forma un complejo con el peroxido de hidroégeno y luego se descompone resultando
en agua y oxigeno atdmico. El HRP oxida a varias sustancias, dos de las cuales son
polifenoles y nitratos. Como muchas otras enzimas, el HRP puede ser inhibida por
exceso de substrato. El cianuro y la azida sdédica son otros dos fuertes inhibidores

(reversibles) de la HRP (Boenisch, 2002).

Substratos

La peroxidasa "rdbano picante" (HRP) usada en inmunohistoquimica reacciona con
el peroxido de hidrégeno (H,0,), en presencia de un electrén donante, para formar
una molécula coloreada. La enzima no es agotada y puede continuar la catalizacion
de la reaccion formando muchas moléculas coloreadas (Mills, 1992; Boenisch,

2002).

Cromogenos

Existen varios donantes de electrones que cuando son oxidados, se convierten en
productos coloreados por lo que reciben el nombre de cromégenos; estos son

capaces de reaccionar con el complejo Peroxidasa- agua oxigenada y dar un

precipitado coloreado insoluble (Gimeno et al., 2003).
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2.10.3.

v' 3,3 ' Diaminobencidina (DAB): es el cromogeno mas usado; es especifico para

la peroxidasa, barato, facil de conseguir y origina un precipitado marrdn, visible
en el microscopio 6ptico y muy estable, siendo altamente insoluble en alcohol y
otros solventes organicos; esto permite realizar cualquier tratamiento histologico
o histoquimico posterior. El DAB produce mejores resultados de coloracién que
cuando se emplean los cromogenos: 3 amino 9 etilcarbozole (AEC), 4-Cl-1
naftol (CN), Hanker- Yates y tetrametil benzidina. La DAB ha demostrado
poseer efectos carcinogénicos en animales de laboratorio y se considera
potencialmente peligroso para el ser humano en consecuencia, debe manejarse
con mucho cuidado (Elias, 1990; Mills, 1992; Boenisch, 2002; Gimeno et al.,
2003).

3 - Amino - 9 Etilcarbazol (AEC): el cromégeno AEC produce un producto
terminal rojo el cual es soluble en alcohol, por lo que debe usarse contra

coloraciones y medios de montaje acuoso (Mills, 1992).

PRINCIPALES TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Las técnicas de tinciéon Inmunoenzimaticas/Inmunohistoquimicas (IHQ), permiten
la visualizacion de antigenos celulares en los tejidos. Estas técnicas estan basadas en
la inmunoreactividad de los anticuerpos y en las propiedades quimicas de las
enzimas o complejos enzimdticos que reaccionan con cromogenos -substratos
produciendo un precipitado con color. En todos los métodos inmunoenzimaticos se
utiliza una reaccion enzima- susbtrato que transforma a un cromoégeno incoloro en

un producto final coloreado (Gimeno et al., 2003).

A. TECNICAS DE INMUNOPEROXIDASA

En la técnica de inmunoperoxidasa, la enzima peroxidasa de rabano (HRP), es el

trazador enzimatico mas utilizado, puede emplearse en técnicas con anticuerpos
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marcados (técnicas directas o indirectas) o con anticuerpos sin marcar (técnica de

peroxidasa antiperoxidasa).

A.1. Método Directo

A2.

A3.

En el método directo la inmunoglobulina especifica, dirigida contra el
antigeno que nos interesa, se encuentra marcada con peroxidasa. Es una
técnica muy rapida y facil de realizar, pero la principal limitante reside en la
circunstancia que es utilizable con un solo antigeno. Es un método muy poco

utilizado en la actualidad.

Método Indirecto

En el método indirecto, el anticuerpo primario o especifico que se une al
antigeno, no tiene nada conjugado; para localizar su presencia se necesita un
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa que se fije el anterior. Este
método es mucho mas versatil que el anterior, ya que el anticuerpo
secundario (marcado) puede ser empleado con distintos anticuerpos

primarios.

Meétodo de la Peroxidasa- Antiperoxidasa (PAP)

El Método de la Peroxidasa- Antiperoxidasa (PAP), constituyé un avance
importantisimo en inmunohistoquimica. Implica el empleo de tres reactivos:
un anticuerpo primario especifico, un anticuerpo secundario y el complejo
PAP compuesto por tres moléculas de peroxidasa y dos de inmunoglobulina
antiperoxidasa. El anticuerpo secundario o "puente" es capaz de unirse al
mismo tiempo al anticuerpo primario y al complejo PAP (Gimeno et al.,

2003; Bourne, 1983).
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A.4. Métodos que utilizan la interaccion Avidina- Biotina

Los métodos que utilizan la interaccion Avidina-Biotina, se fundamentan en

la fuerte afinidad que existe entre la avidina y la biotina.

- La avidina es una glicoproteina de alto peso molecular, puede ser
obtenida de la clara de huevo o del hongo Streptomyces avidinii
(Streptoavidina) (Sedano et al., 1997).

- La biotina es una vitamina del complejo B de bajo peso molecular

encontrado en la yema de huevo (Elias, 1990).

La molécula de avidina es cuadrivalente; cada uno de los dos lados opuestos
tiene un par de receptores de biotina cercanos por los cuales se une de
manera irreversible a la biotina: entre ambas sustancias existe una afinidad
que es mas fuerte que la reaccion antigeno- anticuerpo.

La biotina se puede conjugar facilmente con la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas, sin afectar en nada la capacidad de los anticuerpos de

unirse a los antigenos especificos (Gimeno et al., 2003).

La mayoria de los métodos de coloraciéon inmunohistoquimicos actualmente
en uso estan basados en la alta afinidad que la (estrept)avidina (Streptomyces

avidinni) y avidina (clara de huevo) tienen para la biotina (Boenisch, 2002).

A.4.1. Método de Avidina- Biotina

En el método de la Avidina- Biotina se utilizan cuatro reactivos: el
primero es el anticuerpo primario no conjugado, seguido por un segundo
anticuerpo conjugado con biotina y capaz de unirse al anticuerpo primario.
El tercer reactivo es la avidina y finalmente se agrega peroxidasa

biotinilada (Gimeno ef al., 2003; Bourne, 1983).
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A.4.2. Método del Complejo Avidina- Biotina- Peroxidasa (ABC)

El método del complejo Avidina- Biotina- Peroxidasa (ABC), también usa
tres reactivos: un anticuerpo primario, un anticuerpo secundario que esta
quimicamente ligado a la vitamina biotina y un complejo de Ia
glicoproteina avidina que esta ligado a la biotina y peroxidasa (Mills,

1992).

A.4.3. Método de la Streptavidina - Biotina Marcada (LSBA)

El método de la Streptavidina- Biotina Marcada (LSAB), se
fundamenta en la union entre la avidina y la biotina conjugada con la
peroxidasa. En el primer paso se incuba con el anticuerpo primario, luego
con el anticuerpo biotinilado y por ultimo con una solucion de
streptavidina marcada con peroxidasa. Se la considera de 4 a 8 veces mas
sensibles que el ABC, es mas rapida y puede usarse indistintamente con
un suero primario monoclonal de raton o policlonal de conejo, ya que el
anticuerpo puente es en realidad una mezcla de Ig anti-ratéon y anti-conejo

(Boenish, 2002; Gimeno et al., 2003; Sedano et al., 1997).

A.4.4. M¢étodo de Polimeros de Déxtrano En Vision (PDE)

La técnica de Polimeros de Déxtrano EnVision (PDE) de
inmunohistoquimica desarrollada recientemente se basa en la
utilizaciéon de un polimero de alto peso molecular conjugado con el
anticuerpo secundario y la peroxidasa. Este nuevo sistema de
inmunodeteccion basado en polimeros aporta una sustancial mejora en
la técnica inmunohistoquimica en relacion con la facilidad y rapidez de
las diluciones empleadas. Esta técnica es mas sensible y produce
menos coloracion de fondo "Background" que los métodos de avidina-

biotina, incluso a concentraciones subdOptimas. Las ventajas mas
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importantes de esta técnica fueron la desaparicion de falsos positivos
por la biotina endogena (que permite la utilizacion casi sin limite de
los métodos de recuperacion antigénica), la disminuciéon del tiempo y

complejidad y su menor costo (Pardo et al., 1998).

2.10.4. REQUERIMIENTOS DE LAS TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

2.10.4.1. FIJACION

Las técnicas inmunohistoquimicas pueden ser aplicadas en cortes de tejidos,
cultivos celulares o material citologico: improntas, extendidos, etc. En todos los
casos las células y /o tejidos deben ser sometidas a un proceso de fijacion para
frenar los cambios autoliticos y preservar la morfologia (Gimeno et al., 2003), los
fijadores previenen la autdlisis por la inactivacion de enzimas liso-somales e
inhiben el crecimiento de bacterias y mohos, que darian lugar a cambios
putrefactivos; actian desnaturalizando las proteinas por coagulaciéon formando
compuestos aditivos o por una combinacion de ambos, causando en la estructura
de las proteinas la inactivacion de las enzimas. Los fijadores ademas de alterar la
naturaleza quimica de las células y tejidos a los que se aplican, causan también
cambios fisicos en los constituyentes celulares y extracelulares (Farmilo y Stead,
2002). El fijador ideal para inmunohistoquimica debe reunir las siguientes
caracteristicas: brindar buena preservacion de la morfologia, no destruir la
inmunorreactividad de los antigenos; prevenir la extraccion, la difusion o el
desplazamiento de antigenos durante el procesado del material, no interferir con
las reacciones antigeno-anticuerpo empleadas para localizar a los antigenos.
Todos los fijadores determinan pérdida de antigenos en mayor o menor grado; la
susceptibilidad de cada antigeno a los fijadores es variable, por lo que aun no se
ha descubierto "el fijador ideal" que permita una excelente observacion

morfoldgica y una perfecta inmunomarcacioén de todos los antigenos: en cortes de
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tejidos siempre se enfrenta el dilema de mantener los detalles tisulares o preservar

los antigenos (Gimeno et al., 2003; Sedano, 2005).

La fijacion tiene una gran influencia en la intensidad de las coloraciones en
Histoquimica e Inmunohistoquimica. La fijacién quimica de los tejidos es un
procedimiento algo complejo que depende de las propiedades intrinsecas de la
fijacion, pH, molaridad, T°, tiempo del tratamiento, y tipo de tejido (Elias, 1990),
la falta de uniformidad en el uso de formalina para la fijacion entre los
laboratorios, sobre todo en lo relativo a las variables de concentracion, pH y
tiempo de la exposicion, ha contribuido a esta complejidad, ya que estos factores
influencian notablemente el resultado de la coloraciéon en inmunohistoquimica

(Key, 2002).

Los fijadores quimicos empleados comtinmente en los laboratorios de patologia
pueden ser clasificados en tres categorias: aldehidos, alcoholes y metales pesados
(Gimeno et al., 2003), los fijadores mas populares contienen formalina (40%
peso/volumen de formaldehido en agua), una sal neutra para mantener la
osmolaridad y a menudo un sistema "buffer" para mantener el pH. Generalmente,
los fijadores a base de formalina son excelentes para la mayoria de las
inmunocoloraciones (Farmilo y Stead, 2002).

El fijador mas utilizado en la histopatologia de rutina es el formaldehido,
empleado como solucion al 10% de formalina comercial; este confiere rigidez a
los tejidos mediante ligaduras cruzadas que se producen entre cadenas
polipeptidicas; en realidad el proceso es quimicamente complejo y no
completamente conocido. El formaldehido (y otros aldehidos) origina ligaduras
entre cadenas proteicas en los tejidos; ello produciria un "enmascaramiento" al
interferir con la penetracion y posterior union de los anticuerpos (Gimeno et al.,

2003).
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Formalina Neutral Bufferada (NBF) al 10%

La formalina neutral bufferada (NBF) al 10% (pH 7.0-7.6) es probablemente el
mejor fijador para inmunohistoquimica (Mills, 1992), provee una consistente y
adecuada preservacion morfoldgica, es facil de preparar y barato, y compatible
con muchas coloraciones histoquimicas usadas. Aunque el NBF penetra
rapidamente al tejido, su velocidad de fijacion es lenta; pequefios péptidos pueden
perderse o desplazarse. Idealmente la fijacion en NBF deberia de ser en un rango
de 12- 24 horas. La NBF no es una fijaciéon inocua para inmunohistoquimica
porque también reacciona con las proteinas. Ademas disminuye completamente la
inmunoreactividad de muchos antigenos tisulares por la formacién de enlaces
cruzados entre grupos terminales de proteinas (Elias, 1990).

Farmilo y Stead (2002), comprobaron que utilizando bloques pequefios de tejidos
fijados rapidamente en NBF durante 6 a 24 horas, tuvieron buena preservacion
citologica e inmunolocalizacion, con un minimo de enmascaramiento del
antigeno. Otra ventaja es que la NBF, es estable durante muchos meses a

temperatura ambiente.

2.10.4.2. RECUPERACION DE ANTIGENOS (AR)

El tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFPE) permanece hasta hoy
como el elegido para la mayoria de los estudios clinicos y de investigacion. La
pérdida de inmunoreactividad por parte de muchos antigenos como resultado de
la fijacion en formalina, se ha convertido en un desafio. Los cambios fisiologicos
y patoldgicos en la composicion del tejido, incluyendo la yuxtaposicion de
proteinas del tejido y sus sitios antigénicos (epitopes), no permite predecir el
resultado de fijacion con algin grado de certeza. Cada antigeno puede contener
de uno a muchos epitopes y cada uno de éstos puede estar compuesto de cinco o
mas aminoacidos. La fijacion con formalina permitird que algunos epitopes
permanezcan inalterados (resistentes a la formalina), otros sufrirdn cambios

sustanciales (sensibles a la formalina). En este proceso, es también posible la
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union cruzada de proteinas no relacionadas al antigeno blanco. El resultado final
es la pérdida parcial o completa de la inmunoreactividad por el antigeno y/o el
"enmascaramiento" del mismo (Key, 2002). Aunque algunos antigenos no se
preservan bien después de la fijacion en fijadores a base de formaldehido,
muchos pueden demostrarse después del uso de métodos de pre- tratamiento
apropiados, como la digestion con enzima proteolitica y/o recuperacion

antigénica (Farmilo y Stead, 2002).

Principio y técnica

La recuperacion antigénica es un método usado para desenmascarar antigenos
que han sido cubiertos por el formol (fijador). El principio de recuperacion
antigénica depende de la aplicacion de calor, por tiempos variables, a los cortes
de tejido FFPE en un medio acuoso. Después de desparafinar y rehidratar los
cortes de tejido, las laminas normalmente se sumergen en una solucidon acuosa
llamada "soluciéon de recuperacion". La mayoria de las soluciones de
recuperacion comparten un pH que se acerca a 2, 6, 8 o 10. Luego de la inmersion
en la solucion de recuperacion pre-calentada, los recipientes que contienen las
laminas se exponen al calor, siendo este el paso mas critico y el grado al que
puede restaurarse la inmunoreactividad se relaciona directamente con la duracion
de la incubacion y la temperatura alcanzada.

Los métodos de calentamiento normalmente utilizados incluyen el uso de hornos
de microondas, autoclaves, vaporeras, ollas a presion y baios de Maria.

Aunque la temperatura 6ptima no se ha establecido, la mayoria de los métodos de
AR aplican temperaturas cercanas al punto de ebulliciéon del agua. La duracion
optima de la exposicion para calentar puede variar de 10 a 60 minutos y puede
depender en alguna medida de la duracion de la fijacion en formalina (Key,
2002).

La recuperacion antigénica consiste de dos pasos: primero la recuperacion de

epitopes y segundo la digestion enzimatica. Todos los tejidos fijados en formol
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necesitan de recuperacion de epitopes; dependiendo del anticuerpo algunos
necesitan de digestion enzimatica (Sedano, 2005).

Las soluciones buffer mas utilizadas para la recuperacion de antigenos son:

- Solucién de buffer citrato pH= 6.0 de 0.1 molar

- Solucién de buffer tris con tween (detergente)

a. Recuperacion de Epitopes

El calentamiento de secciones de tejidos desparafinados dentro de una
solucion recuperadora de antigenos, consiste en calentar secciones de tejido
desparafinados, dentro de un recipiente de plastico resistente al calor lleno de
soluciéon buffer, en un horno microondas. La incubacion de 20 minutos parece
ser la mas satisfactoria, para la mayoria de los antigenos y protocolos de
fijacion. El enfriado posterior es normalmente lento, requiriendo otros 20 a 30
minutos. El calor es obviamente de gran importancia al revertir los dafios
causados por la fijacion con formalina y la inclusion en parafina. Cualquiera sea
el mecanismo, algunas uniones cruzadas inducidas por la formalina deben
permanecer intactas ya que sin éstas, las proteinas serian desnaturalizadas por el
calor usado durante la AR (Key, 2002), el método se fue perfeccionando
rapidamente reemplazando la solucion con distintos "buffers", variando la
intensidad y el tiempo de la irradiacion. Obteniéndose mejores resultados con la
inmersion de los cortes en "buffer" de citrato a pH 6,0 e irradiacion antes de
realizar la inmunomarcacion (Gimeno et al., 2003).

Se ha propuesto que la inmunoreactividad era facilitada por un aumento en la
permeabilidad de las membranas de la célula, proporcionando asi acceso a
antigenos celulares y antigenos nucleares previamente enmascarados. La
modificacion incluye la incorporacion de una cantidad pequefia de "detergente"

en la solucion de recuperacion (Key, 2002).
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El calentamiento de secciones de tejido sin desparafinar dentro de una
solucion recuperadora de antigenos, se lleva a cabo con una sustancia
comercial "Declere"; reactivo con emulsificantes que desparafina, hidrata y
desenmascara antigenos de muestras fijadas en formol y procesadas por el

método de parafina (Sedano, 2005).

Digestion enzimatica

La digestion enzimatica proteolitica compensa la naturaleza impermeable de los
fijadores no coagulantes actuando como mordiente sobre el tejido y permitiendo
exponer los determinantes ocultos (Key, 2002), los tejidos expuestos
prolongadamente a la formalina deben ser tratados con enzimas proteoliticas,
tales como tripsina o pepsina para liberar sitios de union antigénica (Mills,
1992). El pre tratamiento enzimdtico debe ser usado con cuidado para evitar
dafio tisular, porque la exposicion excesiva podria debilitar la coloraciéon o crear

falsos negativos debido a la digestion de proteinas de interés (Elias, 1990).

Para la digestion enzimatica, los agentes proteoliticos universales mas utilizados

son:

- Solucién de pepsina (4 mg x ml) en HCI 0.01 NpH= 2,25

- Solucidn de tripsina

Funcion de los métodos de recuperacion:

v" Romper los lazos de union en cruz inducidas por el formol entre los
epitopes y las proteinas no relacionadas,

v' Permite una mejor penetracion del anticuerpo y accesibilidad hacia los
epitopes

v Por ultimo, desnaturalizar o renaturalizar proteinas descubriendo de este

modo el epitope.
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Beneficios de los métodos de recuperacion (Sedano, 2005):

v' Es superar los resultados falsos negativos de tejidos sobrefijados,

v Producir resultados notablemente mejorados para un amplio rango de
anticuerpos monoclonales y sueros policlonales,

v Expandir el rango de anticuerpos ftiles para tejidos procesados por el
método de la parafina,

v Incrementar la utilidad de materiales de archivo para estudios
retrospectivos,

v" Reducir el color de fondo o "background", pues permite titular el

anticuerpo a una dilucidon mas alta.

El impacto de los métodos de recuperacion antigénica ha sido enorme en
Patologia Humana y lo sera atin mayor en Patologia Veterinaria (Gimeno et
al., 2003), muchos marcadores, que previamente se creian perdidos por el
proceso FFPE, pueden demostrarse ahora rutinariamente, mediante la
recuperacion antigénica. La AR inducida por calor, ha sido decisivamente mas
exitosa que el uso de enzimas proteoliticas y por consiguiente, ha afectado

profundamente la practica de la inmunohistoquimica (Key, 2002).

2.10.4.3. CONTROLES

En las técnicas inmunohistoquimicas resulta esencial la realizacion de controles
para la validacion de los resultados de la coloracion inmunohistoquimica. Sin su
uso, la interpretacion de la coloracion seria casual y los resultados de dudoso valor.
Al menos, un corte control positivo y un negativo conocido deben ser coloreados
junto al preparado problema. El reemplazo del anticuerpo primario especifico por
suero de un animal no inmunizado, debe arrojar un resultado negativo (Boenisch,
2002; Gimeno et al., 2003).

El objetivo primordial de los controles del reactivo, es determinar si los anticuerpos

primarios y secundarios son especificos para sus antigenos blanco. Es indispensable
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probar el anticuerpo primario en inmunohistoquimica primero para determinar la
dilucién 6ptima en el tejido positivo y luego utilizando un panel amplio de tejidos
adicionales donde es conocido si contienen o no el antigeno en estudio. El
anticuerpo secundario (puente) debe absorberse por afinidad para hacerlo no
reactivo a las proteinas del tejido. En la practica, la mayoria de los laboratorios usan
como control un suero no inmune o la fraccion de inmunoglobulina correspondiente
de la misma especie en lugar del anticuerpo primario, o seleccionan un anticuerpo

primario de especificidad irrelevante.

Para los controles de tejido negativo, los especimenes deben procesarse (fijados,
incluidos) en forma idéntica al desconocido, pero no contener el antigeno buscado.
Mientras que los controles de tejido positivos, deben procesarse en forma idéntica al
espécimen y contener el antigeno buscado. En algunos casos, serda ventajoso que
este tejido de control coloree positivo en forma "marginal" para determinar no s6lo
la presencia del antigeno, sino ademas cualquier pérdida de sensibilidad del

anticuerpo (Boenisch, 2002).

2.10.4.4. FONDO

La coloracion de fondo "background" es probablemente el problema mas comtn en
inmunohistoquimica.

En el tejido, las proteinas se tornan mas hidrofobicas por la fijacion con reactivos
que contienen aldehido como formalina y glutaraldehido. La magnitud de este
enlace cruzado hidrofébico de proteinas del tejido durante la fijacion es
principalmente una funcion del tiempo, la temperatura y el pH.

El almacenamiento de inmunoglobulinas también puede aumentar la hidrofobicidad
y llevar frecuentemente a la agregacion y polimerizacion lo que produce una
disminucion o pérdida de la reactividad inmune.

La interaccion hidrofobica entre las proteinas del tejido fijado y la fraccion de

anticuerpo (sus agregados y conjugados) puede ser minimizada por medio de la
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caracterizacion cuidadosa de los reactivos y por una estricta observacion y
seguimiento de las condiciones 6ptimas de fijacion.

Los anticuerpos primarios y secundarios pueden unirse a elementos de los tejidos
sumamente cargados, tales como el tejido conectivo, resultando en una reaccion
coloreada positiva en otro sitio, el cual no contiene el antigeno primario. Estos sitios
pueden "llenarse" previamente al tefiido, con proteinas no inmunoldgicas del suero
de la misma especie animal en el cual el anticuerpo secundario fue producido. Este
"llenado" de los sitios cargados previene la union del anticuerpo secundario al
tejido, y reduce grandemente la reaccion inespecifica (Mills, 1992), una medida
ampliamente practicada para reducir la tinciéon de fondo causada por la interaccion
hidrofébica es el uso de una '"proteina bloqueante'", ya sea en un paso por
separado o a través de su adicion al diluyente del anticuerpo. Sin embargo, esto solo
tendré éxito si la proteina para bloquear es del tipo que pueda competir eficazmente
con la IgG (o sus agregados o conjugados) por los sitios de unidon hidrofobicos en el
tejido. La incubacion separada con una solucion que contenga proteina bloqueante
debe llevarse a cabo inmediatamente antes de la aplicacion del anticuerpo primario.
La solucién debera contener proteinas idénticas a aquéllas presentes en el anticuerpo
secundario o anticuerpo marcado pero no a las del anticuerpo primario para prevenir

la unidn inespecifica del anticuerpo secundario (Boenisch, 2002).

Una segunda fuente de reaccion inespecifica es la producida por la peroxidasa
endogena. La mayoria de los tejidos contienen peroxidasa, una enzima que
reacciona con el sustrato cromogénico, de la misma manera que el reactivo
peroxidasa unido al antigeno. La actividad de la peroxidasa endogena esta
localizada generalmente en éreas, las cuales contienen un gran niimero de células
sanguineas (Mills, 1992). La actividad de la peroxidasa enddgena puede ser inhibida
en forma irreversible tratando los tejidos con una solucién al 3% de peroxido de
hidrégeno (H>O;) durante 5-10 minutos. Mills (1992), menciona que el uso de la
solucion comercial de peroxido de hidrogeno al 3% debe ser evitado, ya que puede
causar dafio al tejido debido al excesivo burbujeo y gas, especialmente en tejidos

que contienen mucha sangre.
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La tincion de fondo causada por la reactividad cruzada del anticuerpo (monoclonal
y policlonal) puede resultar cuando uno o varios epitopes del antigeno blanco son
compartidos con otras proteinas del tejido. La reactividad cruzada inespecifica de un
anticuerpo con epitopes similares o disimiles en antigenos diferentes también puede

ser la causa de un fondo confuso.
La coloracion difusa de todos o de la mayoria de los elementos del tejido dentro de

un area, puede ser causada por lesion fisica al tejido, por tejido que se seca antes de

la fijacion o por la incompleta penetracion del fijador en el tejido (Boenisch, 2002).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

Las muestras de piel de alpacas adultas de raza Huacaya, criados sobre los 4 200 m.s.n.m.,
fueron obtenidas de la SAIS (Sociedad Agricola de Interés Social) “Tupac Amaru”, unidad
productiva de Cochas (Junin). Para el estudio histoloégico de las diferentes fases de
crecimiento del pelo (anagen, catagen y telogen) las muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
- UNMSM; la estandarizacion y aplicacion de la técnica Inmunohistoquimica se realizo en
el Laboratorio de Procedimientos Histologicos del Servicio de Patologia Clinica del

Hospital Maria Auxiliadora (San Juan de Miraflores- Lima Sur).

3.2. ANIMALES

Muestras de piel de 40 alpacas adultas Huacaya (de ambos sexos), fueron colectadas

durante el mes de Noviembre. La edad de los animales fluctuaron entre 2.5 a 3 afos.

3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales para la toma de muestras
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3.3.2.

- Pinzas simples

- Tijeras

- Mango de bisturi N° 4 y hoja de bisturi N° 21

- Sacabocados de borde cortante acerado (6 mm de diametro).
- Guantes sintéticos no estériles

- Formol neutral bufferado al 10%

- Frascos de plastico de boca ancha y tapa rosca con etiquetas
- Plumones indelebles

- Fichas de muestreo

- Yodo.

Materiales de laboratorio

Procesamiento histologico:

- Alcohol al 70%

- Alcohol al 95%

- Alcohol Absoluto

- Xilol

- Parafina en escamas

- Laminas portaobjetos

- Laminas cubreobjetos

- Balsamo de Canada para montaje
- Lapicero marcador de vidrio

- Colorantes: Hematoxilina - Eosina
- Copa de coloracion

- Autotechnicom modelo 2A

- Micrétomo Spencer

- Bafio Maria

- Microscopio Binocular Zeiss

- Cémara fotografica digital Sony adaptable a microscopio binocular
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Procesamiento inmunohistoquimico:

- Agua destilada

- Poli-I- lisina Sigma

- Beaker de 250cc

- Micropipetas de 50ul y de 100 pl

- Buffer Citrato

- Buffer Fosfato Salino

- Agua oxigenada al 3%

- Detergente (Pinesol)

- Coplin

- Estufa Leitz

- Anticuerpo monoclonal a PRLR concentrado 100 pg, marca Affinity
BioReagents (MA1 -610)

- Dilutor para anticuerpo concentrado 125 ml, marca Lab Vision (TA-
125- UDX)

- Kit Universal de Inmunohistoquimica: anti- polivalente, HRP/DAB.
Marca Lab Vision (TP- 015- HD)

- Horno microondas

- Alcohol absoluto

- Alcohol corriente

- Xilol

- Laminas portaobjetos

- Laminas cubreobjetos

- Balsamo de Canada

- Micrétomo Spencer

- Bafio Maria

- Lapicero marcador de vidrio

- Microscopio Binocular Zeiss

- Camara fotografica digital Sony adaptable a microscopio binocular
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3.4. METODOS

3.4.1 Toma de Muestra

Inmediatamente realizada la esquila con ayuda de un bisturi se procedié al
afeitado de la zona a muestrear para eliminar la fibra excedente. Las muestras
fueron obtenidas mediante una biopsia incisional de piel de la fosa infraespinosa de
la zona escapular (lado derecho), éstas se realizaron con ayuda de sacabocados (6
mm de didmetro) e inmediatamente mantenidos en formol neutral bufferado (NBF)
al 10% para su fijacion (24-48 horas), en frascos debidamente rotulados. Cada
muestra se identificod con el nimero correspondiente del animal, el sexo y la edad;
permitiendo asi un adecuado procesamiento de las mismas en el Laboratorio de

Histologia, Embriologia y Patologia de la FMV- UNMSM (Figura 1y 2).

Figura 1. Afeitado de la zona a muestrear (zona escapular derecha),
animal previamente esquilado.
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Figura 2. A. Toma de muestra con sacabocado. B. Muestra mantenida
en formol neutral bufferado al 10%
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3.4.2. Procesamiento histolégico

Las muestras obtenidas fueron reducidas post-fijaciéon en dos cortes cada una y
luego se procedio a lavarlas en agua por 30 minutos para asi dejar el formol libre; luego se
sumergio en alcohol al 70% (en dos bafios), alcohol al 95% (en dos bafios), alcohol al
100% (en dos bafios) todos por un tiempo de 2 horas en cada bafio para deshidratarlas.
Seguidamente, fueron sumergidas en xilol puro por una hora, con dos repeticiones; estas
fueron retiradas cuando se observo las piezas de un color transparente. De ahi se llevaron a
la estufa realizdndose dos bafios de parafina, por una hora cada bafo y posteriormente sé
incluyeron las muestras en parafina. Para la inclusion las muestras se ubicaron en dos
posiciones: una oblicua y la otra horizontal para asi tener un corte histologico transversal y

uno longitudinal de los foliculos pilosos.

3.4.3. Procesamiento Inmunohistoquimico

Inmunohistoquimica, reactivos:

Anticuerpo Monoclonal

Se uso el anticuerpo monoclonal U5 Anti - Receptor de prolactina de higado de rata
IgG1 (Laboratorio Affinity BioReagents), de presentacion de 100 pg liofilizado, se
reconstituyd con un diluyente para anticuerpo (LabVision). La primera dilucion del
anticuerpo se hizo en 5ml del dilutor, es decir se obtuvo una concentraciéon de 20 pg/ml,
pero para el desarrollo de la parte experimental se realizé nuevas diluciones, se tomo 1 ml
del anticuerpo concentrado (20 pg) y se diluyo en 4 ml del dilutor (trabajando asi en
concentraciones de 5 pg/ml, segun recomienda el protocolo de trabajo del laboratorio

donde fue comprado el anticuerpo).
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Buffer Citrato (pH 6.0)

Para la preparacion del buffer citrato se necesita de una Solucion de acido citrico al
0.IM (Soluciéon A): Acido citrico monohidratado 21.01 g. en 1 litro de agua destilada y
Solucidn de citrato de sodio 0.1M (Seluciéon B): Citrato trisodico dihidratado 29.41 g. en 1
litro de agua destilada.
La solucion de trabajo se obtiene: mezclando 9 ml de la Solucion A y 41 ml de la Soluciéon

B en 450 ml de agua destilada.

Buffer Fosfato Salino (PBS, pH 7.4)

Se obtiene mezclando: Fosfato de sodio, dibasico anhidro (1.48 g.), fosfato de sodio,

monobasico anhidro (0.43 g.) y cloruro de sodio (7.20 g.) en 1 litro de agua destilada.

Solucion Detergente

Para la preparacion de la solucion detergente se utilizo: 12.5 ml de pinesol diluido

en agua destilada (987.5 ml).

Cromogeno Diaminobencidina (DAB)

Para su preparacion se necesita de: 1 gota de cromogeno DAB y 1 ml de substrato

DAB mezclandose bien mediante agitacion. El cromoégeno solo se prepara minutos antes de

su uso y no puede ser conservado después de su preparacion.

Protocolo Inmunohistoquimico

Se utiliz6 el protocolo descrito por Sedano et al. (2005), el cual también es aplicado

en el Hospital Maria Auxiliadora. Se debe mencionar que se estandarizd el tiempo de

recuperacion antigénica para el tejido en estudio.
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Para la demostracion inmunohistoquimica de receptores de Prolactina, se utilizé el método
Streptavidina - Biotina Peroxidasa (LSAB): las muestras de piel embebidas en cera parafina
fueron seccionadas seriadamente (3 pm) y montadas en portaobjetos con poli-l-lisina,
inmediatamente se llevaron a la estufa a 70° C durante 7 minutos. Luego éstas fueron
desparafinadas en xilol e hidratadas en alcohol y lavadas en agua corriente. Posteriormente,
se realizd la Recuperacion Antigénica (AR) colocando las ldminas en el coplin (envase
plastico resistente al calor), se lleno el recipiente con Buffer Citrato pH 6.0; (10 minutos) y
se llevo al microondas. Al iniciarse la ebullicion se detiene el microondas para agregar mas
buffer citrato, repitiéndose este procedimiento sucesivamente hasta culminar los 10
minutos. Luego se agregd una solucion detergente al coplin y se llevd nuevamente al
microondas de manera similar a lo descrito anteriormente (10 minutos). Posteriormente, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. Luego se procedid al lavado de laminas (3 veces) con
agua destilada, se elimino el sobrenadante y se agregd peroxido de hidrégeno al 3% (20
minutos). Pasado ese tiempo se lavd (3 veces) con agua destilada e inmediatamente se
realizé el lavado con Buffer Fosfato Salino (PBS, pH 7.4) (3 x 2 min. c/u) y se secaron las
laminas. Mas adelante se aplicd Ultra V Block (20 minutos), se seco el exceso de reactivo
pero no se lavd. Se aplico luego el Anticuerpo Primario Monoclonal: Anti- Receptor de
Prolactina U5 (1 hora a temperatura ambiente). Posteriormente, se lavd nuevamente con
PBS (igual al anterior), se secaron las ldminas y se agregd el Anticuerpo Secundario
caprino anti- polivalente biotinilado (mezcla IgG anti ratén y anti conejo), por 20 minutos.
Se lavo con PBS y se secaron las laminas. Luego se agregd la Enzima Conjugada
Streptavidina Peroxidasa (20 minutos), se lavé con PBS y se secaron las laminas,
procediendo luego a la aplicacion del cromdégeno DAB (10 minutos). Inmediatamente se
lavaron las laminas con agua destilada. Finalmente las ldminas fueron deshidratadas y

aclaradas para luego ser montadas con balsamo de Canada.

Como control positivo se utilizé glandula mamaria de alpaca, los controles negativos se

obtuvieron omitiendo la aplicacion del anticuerpo primario.
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4.1.

IV. RESULTADOS

DESCRIPCION HISTOLOGICA

Foliculos Pilosos

Seccion longitudinal: estos estuvieron relativamente en moderada cantidad,
mostrando algunos de ellos comunicaciéon con el exterior. La mayoria de los
foliculos pilosos se encontraron predominantemente en fase anagena (Figura 3),
los cuales presentaron la papila dermal (nucleos de forma fusiforme en un estroma
fibroso) conectada a la vaina pilosa fibrosa que la rodea en el polo inferior; mientras
que en la parte superior y lados estan rodeados por las células epidérmicas de la
matriz (células cuboidales indiferenciadas) del pelo; las células de la matriz estan
confinadas en la porcion mas inferior del foliculo. La seccion bulbosa, expandida,
en la parte inferior del foliculo incluye a la matriz del pelo y la papila dermal y
toma el nombre de "bulbo piloso". Aqui también se observa la vaina de la raiz
interna (IRS) y externa (ORS), asi como la vaina de tejido conectivo (CTS). La fase
catagena (Figura 4) en escasa cantidad, casi ausente; presentaron las células de la
matriz retraidas de la papila dermal observandose una papila "desnuda", rodeada
solamente por una delgada capa de células epiteliales. Por encima de la papila
dermal el epitelio folicular permanece como una delgada columna de células

indiferenciadas; se observd también la vaina de la raiz interna y externa estd ultima
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se muestra engrosada y corrugada; mientras que la vaina del tejido conectivo
también se observa engrosado.

La fase telogena (Figura 5), se caracterizé por estar presente en mayor cantidad en
comparacion con el estadio catagen. Estos presentaron una papila dérmica desnuda
y sus nucleos se disponen en forma de una pelota compacta a manera de una cabeza
de alfiler, seguido por una protuberancia de células de formas irregulares que
formara al germen piloso secundario. El telogen se caracteriza por no presentar

ninguna vaina.
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Figura 3. Foliculo piloso en fase anagena, corte longitudinal. DP, papila
dermal; GM, matriz germinal; IRS, vaina de la raiz interna; ORS,
vaina de la raiz externa; CTS, vaina de tejido conjuntivo. Coloracion
H & E. 400X.
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Figura 4. Foliculo piloso en fase catagena, corte longitudinal. Se observa la
papila dermal (DP) desnuda, cubierta solamente por una delgada
capa de células epiteliales planas. Coloracion H & E. 400X

FFigura 5. Corte longitudinal de foliculo piloso en estadio telogen. La DP se

dispone en forma de una pelota compacta. Coloracion H & E.
400X

49



Seccion transversal: la distribucion y disposicion de los foliculos pilosos son muy
similares en la mayoria de los cortes observados, caracterizandose por presentar
mayormente foliculos pilosos compuestos, formados por varios foliculos de
diferentes tipos y grosores, rodeados por tejido conjuntivo denso. La emergencia de

estos foliculos en la superficie de la piel es tnica.

A estos foliculos pilosos compuestos se le conoce como nidos foliculares los cuales
se encuentran conformados por un foliculo piloso primario y varios secundarios
(Figura 6). El primario se observa mas grande y de mayor diametro con respecto al
secundario. El primero se presentd asociado siempre a glandulas sebaceas y

sudoriparas.

La proporcion de foliculos pilosos secundarios a primarios (S/P) es muy variado,
entre las alpacas se observd que en un mismo individuo existen variaciones en la
relacion S/P habiéndose observado extremos de 7/3, 8/1, 9/1, 10/1, 13/1, 23/1, 25/1
(Figura 7).

Al corte transversal la fibra en su foliculo piloso anagen, presenta de adentro hacia
fuera las siguientes estructuras: médula, corteza, cuticula, vaina de la raiz interna
(conformado por sus capas: cuticular, de Huxley y de Henle), vaina de la raiz

externa y vaina de tejido conectivo (Figura 8).
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Figura 6. Corte transversal de foliculo piloso primario (A) rodeado por varios
secundarios (B), se observa también 2 glandulas sudoriparas (C).
Coloracion H & E. 400X

Figura 7. Corte transversal, relacion foliculo secundario a primario S/P.
aqui se observa relacion 10 a 1. Coloracion H & E. 400X
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Figura 8. Foliculo piloso anadgeno en corte transversal, con sus respectivas
estructuras. IRS, vaina de la raiz interna conformado por la capa Cuticular,
(capa interna), Huxley (capa media) y Henle (capa externa); ORS, vaina
de la raiz externa; CTS, vaina de tejido conectivo. Coloracion H & E.
1000X.
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4.2. DESCRIPCION INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes de piel fijados en formol neutral bufferado (NBF) al 10% y expuestos a
la técnica Inmunohistoquimica empleando el método Streptavidina - Biotina
Peroxidasa, usando diaminobencidina (DAB) como cromoégeno para demostrar la
presencia de receptores para Prolactina en foliculos pilosos de piel de alpaca se
obtuvo introduciendo cambios en los tiempos de recuperacion antigénica,

brindandonos los siguientes resultados:

Localizacion Inmunohistoquimica de la inmunoreactividad de los receptores de

prolactina en foliculos pilosos primarios y secundarios de la fibra de alpaca

Se observo inmunoreactividad a receptores de prolactina en todas las muestras de
piel examinadas tanto en machos como en hembras, bajo la forma de coloracion
(manchas) marrén oscura.

Los foliculos pilosos primarios y secundarios mostraron patrones consistentes de
inmunoreactividad, tanto en los estadios de anagen, catagen y telogen (Figura 9).
Las células de la papila dermal como de la matriz germinal evidenciaron
inmunoreactividad a receptores de prolactina (Figura 10). A lo largo de la longitud
del foliculo, la inmunoreactividad de los receptores de prolactina de la vaina de la
raiz externa se dio al menos al nivel del bulbo y fue mayor cerca de la zona superior
del foliculo. Los cortes transversales de los foliculos a diferentes niveles, desde la
zona de desprendimiento hasta el bulbo, ilustran el grado del lugar dependiente de la
expresion de los receptores de prolactina en la envoltura de la raiz externa e interna
(Figura 11). La envoltura de la raiz interna mostrd tincidon poco consistente y este
no se observo en todos los cortes transversales, asi mismo, la inmunoreactividad
estuvo ausente en la region superior de la envoltura de la raiz interna (Figura 11a),
mientras que si s¢ observo tinciones positivas como negativas a inmunoreactividad a
receptores de prolactina en la envoltura de la raiz interna en la zona de transicion
(Figura 11b) y también se determin6 inmunoreactividad de receptores de prolactina

en la vaina de la raiz interna en el tercio inferior del foliculo (Figura 11c).
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La localizacion celular de la inmunoreactividad de los receptores de prolactina en
los foliculos pilosos primarios y secundarios en las diferentes fases de crecimiento
de la fibra de la alpaca, se dio principalmente en el area nuclear (Figura 12).

Se debe mencionar que no en todas las zonas la inmunoreactividad fue uniforme,

pues hubo zonas de tinciones intensas y tenues.

Localizacion Inmunohistoquimica de la inmunoreactividad de los receptores de

prolactina en otros tejidos cutdaneos

En todas las muestras de piel, las glandulas sudoriparas apocrinas (Figura 13),
glandulas sebaceas (Figura 14) y la epidermis interfolicular (Figura 15) fueron
positivas a la tincion La inmunoreactividad a receptores de prolactina en estos
tejidos cutdneos también se dieron a nivel del nucleo siendo su distribuciéon no
uniforme, asi como la intensidad de la tincion. Se presentaron tinciones positivas
como negativas a inmunoreactividad a los receptores de prolactina, pudiéndose
observar en glandulas sebaceas solo algunas células tefiidas, asi como en el epitelio
de la epidermis que también mostr6 discontinuidad a la tincion. So6lo algunas células
que conforman el conectivo de la dermis mostraron inmunoreactividad a receptores

de prolactina.
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FFigura 9. Corte longitudinal de foliculos pilosos mostrando inmunoreactividad a
receptores de prolactina por inmunohistoquimica utilizando el método
Streptavidina- biotina peroxidasa usando DAB como cromdgeno (marrén)
en diversas fases. a. Andgena; b. Catagena; y ¢. Telogena. 400X.
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Figura 10. Corte longitudinal de foliculo anageno, ilustrando la localizacion de la

inmunoreactividad a receptores de prolactina mediante la técnica
Inmunohistoquimica, utilizando el método Streptavidina- biotina peroxidasa.
A. Localizaciéon positiva de inmunoreactividad de los receptores de prolactina
(ver flechas) después de la incubacion con anticuerpo monoclonal anti-
receptores de prolactina en células de la matriz germinal (GM) y papila dermal
(DP). Vista a 1000X. B. Se observa (ver flechas) localizacion positiva en
células de la GM, DP, ORS y IRS. Vista a 400X
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Figura 11. Foliculo anagen en corte transversal, ilustrando la localizacion de
inmunoreactividad de los PRLRs por inmunohistoquimica. (a) Foliculo
superior mostrando la inmunoreactividad Uinicamente en ORS. Vista
1000X. (b) Foliculo medio (zona de transiciéon) mostrando Ia
inmunoreaccion en IRS y ORS. Vista a 1000X. (¢) Foliculo inferior
mostrando la inmunoreaccion en IRS, ORS. Vista a 400X.
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FFigura 12. Corte transversal. Localizacion positiva a receptores de prolactina se

dio principalmente en el area nuclear (flechas) tanto en foliculos

pilosos primarios y secundarios, como en todas las fases del ciclo de
crecimiento de la fibra. 400X.
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Figura 13. Localizacion positiva de PRLR's en glandulas sudoriparas apocrinas en corte
transversal (a y b), se observa la inmunoreaccion en el area nuclear (flechas);
estd no fue uniforme; pues no todas las células mostraron tincidon positiva.
400X

Figura 14. Localizacion positiva de receptores de prolactina en glandulas sebaceas (a y b),
la inmunoreaccién se dio en el drea nuclear (flechas) y estd no fue uniforme.
400X
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Figura 15. Localizacion positiva a receptores de prolactina en epidermis, se observa
inmunoreactividad en el area nuclear (flechas). Vista a 400X
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V. DISCUSION

Al examen histologico de la piel de alpaca se observd que posee foliculos pilosos simples
y compuestos, lo cual coincide con lo expresado por Gaitan (1967), Tapia (1969), Fowler
(1989) y Bustinza (2001). Los foliculos pilosos simples, son definidos como primarios
solitarios, los cuales emergen individualmente y se encuentran siempre asociados a
glandulas sebaceas y sudoriparas; mientras que los compuestos se encuentran conformados
por uno a varios foliculos pilosos primarios grandes rodeados por multiples secundarios, los
cuales comparten un infundibulo folicular comtin y tinico, similar a lo encontrado por Atlee

et al. (1997) en llamas.

Se observo también que la mayor parte de foliculos pilosos primarios presentaron una
marcada médula eosinofilica, mientras que en los secundarios la medulacion fue variable,
lo cual concuerda con lo reportado en alpacas por Bustinza (2001) y en llamas por Atlee et
al. (1997), a diferencia de lo reportado en ovinos que presentan foliculos pilosos primarios

medulados, mientras que los secundarios carecen de médula (Dellmann y Brown, 1980).
Con respecto a la relacion de foliculos pilosos secundarios y primarios (S/P), encontramos

una gran variacion dentro del mismo individuo que va desde 9/1 la mas bajay 25/1 la mas

alta, asi como también hay gran variacion entre individuos de la misma especie, semejante
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a lo reportado por Fowler (1989) y Bustinza (2001) en alpacas, y en llamas por Atlee et al.
(1997).

La mayoria de los foliculos pilosos se encontraron en fase anagena lo cual podria deberse a
la temporada de toma de muestras (mes de Noviembre), pues entre el amplio rango de
acciones biologicas atribuidas a la prolactina se tiene que participa en el control de ciclo de
pelaje de mamiferos estacionales. En ovinos, se ha reportado que el ciclo de la lana esta
influenciado por su medio ambiente principalmente por el fotoperiodo, pues a incrementos
naturales y experimentales en la longitud del dia, tiene efecto inhibitorio a corto plazo sobre
los foliculos en crecimiento (andgenos) de la lana, el cual es iniciado por un incremento de
prolactina en el plasma (Pearson et al. 1996). Contrario a lo reportado en visones por
Martinet et al. (1984), quienes determinaron que el acortamiento de los dias y las
concentraciones reducidas de prolactina en el plasma se encuentra asociado con el inicio
del crecimiento de la fibra. Asi también, reportan que se necesita de un incremento en las
concentraciones de prolactina en primavera para la reactivacion de los foliculos latentes

(telogenos).

A la técnica inmunohistoquimica se demostré que los receptores de prolactina (PRLR),
estan localizados en las células de la papila dermal, matriz germinal, asi como en las células
de las vainas de la raiz externa e interna las cuales fueron también positivas a la reaccion
inmunohistoquimica, a pesar del lugar dependiente a lo largo del foliculo y la variable entre
los foliculos de la misma fase de crecimiento, similares a lo reportado en ovejas por Choy
et al. (1997), quienes mediante analisis de Western Blot y Proteccion de ribonucleasa
(RPA) también encontraron inmunoreactividad a receptores de prolactina en papila dermal,
matriz germinal, vaina de la raiz externa, regiones bajas de la vaina de la raiz interna y
también en la vaina de tejido conectivo de los foliculos pilosos de la lana. Estos autores
manifestaron que la distribucion de los receptores de prolactina es descrita en los foliculos
que estan en crecimiento (anagenos) como en los que estan inactivos (telogenos). En este
estudio se demostré inmunoreactividad en las diferentes fases de crecimiento de la fibra
(anagen, catagen y telogen).

Asimismo, Choy ef al. (1995) determinaron mediante Microautoradiografia la presencia de

enlace radioligando especificos de receptores de prolactina en piel ovina, siendo la papila
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dermal y la envoltura de la raiz externa las que exhiben un enlace mas fuerte, mientras que
la matriz germinal demostré una menor densidad de los lugares de unioén de prolactina, asi
mismo las glandulas sudoriparas, sebaceas y epidermis interfolicular se unieron también a
las hormonas lactogénicas. Al igual Nixon ef al. (2002), mediante Protecciéon de
ribonucleasa, hibridacion in situ y PCR transcriptasa reversa determinaron en piel de
ovinos, la expresion de receptores de prolactina en papila dermal, vaina de la raiz externa,
matriz germinal, glandulas sebaceas, sudoriparas y epidermis en los diferentes estadios de
crecimiento de la lana.

Mientras que en piel murina Foitzik ef al. (2003), detectaron PRLR en células epiteliales
foliculares, siendo notablemente ausente en la papila dermal, vaina de tejido conectivo y
glandulas sebaceas. Estos hallazgos fueron parcialmente consistentes con los de Craven et
al. (2001), quienes encontraron inmunoreactividad para PRLR en la epidermis, glandula
sebacea y vaina de la raiz externa del foliculo piloso, pero no en la vaina de la raiz interna
ni en la papila dermal de foliculos pilosos andgenos de piel de ratones con el receptor de

prolactina alterado.

Por otro lado, las células epiteliales planas de la envoltura de la raiz interna mostraron
tincion poco consistente (irregular) y este no se observo en todos los cortes transversales,
estando presente en el tercio inferior del foliculo, pero se mantuvo ausente en la region
superior del foliculo, lo cual coincide parcialmente con lo expresado por Choy et al. (1997),
quienes respectivamente no detectaron inmunoreactividad a receptores de prolactina en las
células queratinizadas (estrato coérneo, envoltura de la raiz interna en los dos tercios
superiores del foliculo y en la corteza y médula de la fibra) manifestando que pudo deberse,
por lo menos en parte, a un acceso muy pobre de los anticuerpos a las células
queratinizadas. Este hallazgo difieren con lo reportado por Foitzik et al. (2003), quienes
demostraron que tanto PRL y PRLR estan localizados en los queratinocitos de la vaina
interna y externa de los foliculos pilosos andgenos y catagenos de piel de ratones. Estos
autores mencionan que PRL y la expresion de Receptor de Prolactina (PRLR) durante el
ciclo piloso murino no estacional, en contraste con la oveja y en comparacion con el cuero
cabelludo del humano se presenta estrictamente restringido al epitelio del foliculo piloso y

son fuertemente dependientes de ciclos del pelo.

63



En todas las muestras de piel, las glandulas sudoriparas apocrinas, glandulas sebaceas y la
epidermis interfolicular del presente trabajo fueron positivas a la tincion, al igual que lo
descrito por Choy ef al. (1995 y 1997), los cuales manifestaron que dichos receptores de
prolactina en las glandulas de la piel de ovino son consistentes con el rol de la prolactina en
el control de las secreciones del epitelio. Por otro lado, Craven et al. (2001), demostraron
también en piel de ratones inmunoreactividad en epidermis y en glandulas sudoriparas y

sebaceas.

La presencia de inmunoreactividad en este estudio en la matriz germinal, vaina de la raiz
externa y papila dermal nos hace pensar que la papila dermal (grupo de fibroblastos
especializados) juega un rol clave en la induccion de la formacién folicular y en la
regulacion del crecimiento de la fibra desde la matriz germinal en la alpaca. La
inmunoreactividad demostrada en la envoltura de la raiz externa nos hace suponer su
implicancia en el control del crecimiento de la fibra en la alpaca. Estos hallazgos
probablemente nos indican la accion de la prolactina sobre los centros que controlan el
crecimiento dentro del foliculo piloso sefialados por las variaciones estacionales en la
secrecion de la prolactina, al igual que lo mencionado por Choy et al. (1997) y Nixon ef al.

(2002).

El conjugado empleado es un anticuerpo monoclonal U5 contra PRLRs de higado de la rata
y que produjo inmunoreactividad positiva en el tejido de piel de alpaca del presente trabajo,
esto nos indicaria que el PRLR es muy similar al de la rata, mostrando epitopes muy
similares para el humano y especies domésticas como el porcino y conejo (Okamura et al.
1989); a pesar que estos varian en tamafio y secuencia polipeptidica pero tienen un domino

similar de union al receptor.

La inmunoreactividad a receptores de prolactina en todas las muestras de piel de alpaca se
dio predominantemente en el area nuclear, a diferencia de lo expresado por Choy et al.
(1997), quienes en su estudio en ovinos manifestaron que la reaccion se da en

principalmente en el citoplasma, esto posiblemente se deba a que si bien los PRLRs se

64



encuentran localizados en la membrana celular, también estan presentes intracelularmente

en variados compartimientos segun Tsai-Morris y Dufau (2004).

Finalmente, la presencia de PRLRs en estas células estaria confirmando que la PRL
participa en la regulacion del ciclo de crecimiento de la fibra de alpaca; se ha demostrado
que a parte de la produccion de prolactina en las células hipofisarias que tienen una accioén
endocrina, también se ha determinado la produccion local de PRL en diversas células de la
piel tanto de humanos como en otras especies (ratones, visones) que también participa en

dicha regulacion (Foitzik et al. 2003 y Rose ef al. 1995).
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VI. CONCLUSIONES

Se determind receptores de prolactina (PRLRs) en la piel de alpaca (Lama pacos)
mediante la inmunoreactividad aplicando el método inmunohistoquimico
Streptavidina- Biotina Peroxidasa en las células que conforman la papila dermal
(DP), vaina de la raiz externa (ORS) y regiones bajas de la raiz interna (IRS) de los

foliculos pilosos primarios y secundarios de la fibra.

. Las células de la epidermis interfolicular y las glandulas sebaceas y sudoriparas
apocrinas de alpacas son inmunoreactivas en conjugado contra PRLRs de higado de

rata.

. La localizacion celular de la inmunoreactividad PRLRs en los foliculos de la fibra

asi como en la epidermis y sus anexos se evidencio en sus areas nucleares.

. La distribucion de los PRLRs es descrita en los foliculos de las fibras anagena

(crecimiento), catagena (regresion) y telogena (descanso).
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