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Identificacion inmunohistoquimica de antigenos receptores de
angiotensina ll en arteria umbilical de alpaca (Vicugna pacos)

Inmunohistochemical identification of angiotensin II antigen receptors in
umbilical artery of alpaca (Vicugna pacos)
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar los antigenos receptores de angiotensina I1
en la arteria umbilical de la alpaca (Vicugna pacos). Se trabajo con seis tteros gravidos de
alpacas procedentes de comunidades alpaqueras a 4000 msnm en Cusco, Peru, cuyo
tiempo de gestacion fue estimado por el diametro biparietal del feto. Se obtuvieron cortes
histologicos de 5 pm de espesor de cada arteria umbilical. Se aplico la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) Avidina-Biotina-peroxidasa, utilizando reactivos de IHQ y
anticuerpos policlonales anti-Angiotensina II. Las ldminas fueron analizadas con micros-
copio binocular Leica DM750 con camara digital anexada y software LAS 4.7 Leica
Macrosystems. La intensidad de marcacion se clasifico de manera cualitativa (0: sin
marcacion; 1: marcacion leve; 2: marcacion moderada; 3: marcacion fuerte). Para el control
positivo se empleé muestras de arteria umbilical ovina. Los antigenos receptores de
angiotensina II se localizaron en las células musculares lisas de las arterias umbilicales en
los tiempos de gestacion evaluados. Los antigenos presentaron una intensidad de mar-
cacion fuerte, lo que demuestra que la angiotensina ejerce su actividad bioldogica de
vasoconstriccion en las células musculares lisas del vaso sanguineo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the angiotensin II receptor antigens in the
umbilical artery of the alpaca (Vicugna pacos). Six gravid uteri of alpacas from community
farms located at 4000 m above the sea level in Cusco, Peru were used. The gestation time
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was estimated by the biparietal diameter of the foetus. Histological sections of 5 pm
thickness were obtained from each umbilical artery. The Avidin-Biotin-peroxidase
immunohistochemistry (IHQ) technique was applied, using IHQ reagents and polyclonal
anti-Angiotensin II antibodies. The slides were analysed with a Leica DM750 binocular
microscope with digital camera attached and LAS 4.7 Leica Macrosystems software. The
intensity of marking was classified qualitatively (0: negative; 1: weak; 2: moderate; 3:
strong labelling). For the positive control, ovine umbilical artery samples were used. The
angiotensin II receptor antigens were in the smooth muscle cells of the umbilical arteries
in the various gestation times. The antigens showed a strong labelling intensity, showing
that angiotensin exerts its biological activity of vasoconstriction in the smooth muscle

cells of the blood vessel.
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INTRODUCCION

Las alpacas (Vicugna pacos) habitan
mayormente en las tierras altas del Perq,
Bolivia, Argentina y Chile, donde las tempe-
raturas caen bajo cero por la noche. Estas
especies prefieren baja humedad y altitudes
entre 3600 y 4900 m y convierten con efi-
ciencia los pastos nativos en carne y fibras
de alta calidad (Ifiguez y Alem, 1996), con-
virtiéndolos en el mejor medio de sustento
para los habitantes de escasos recursos de
los paises andinos (Quispe, 2009).

Al habitar en altitudes donde los niveles
de oxigeno y la presion atmosférica son re-
ducidos (Ifiiguez y Alem, 1996) se estima que
la irrigacion sanguinea fetal puede tener ca-
racteristicas histoquimicas propias de la es-
pecie. La placenta de la alpaca presenta dos
venas, dos arterias y un ducto alantoideo (Ba-
rrios et al., 2017). Histolégicamente, los
camélidos sudamericanos tienen un tipo de
placenta denominada epitelio-corial difusa
(Dellman, 1993), que descansa en un
mesénquima ricamente vascularizado
(Olivera et al., 2003) sin placentomas
(Iturrizaga et al., 2005).

El desarrollo y crecimiento vascular san-
guineo esta mediado por moléculas de
angiotensina (Risau e Ingo, 1995), la cual es
responsable de la permeabilidad (Peach,
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1981; Woods, 1993), del control de la irriga-
cion (Dvorak et al., 1995: Brameld et al.,
2011) y del paso de agua hacia la placenta,
regulando de esta manera los fluidos
amnioticos y alantoides (Faber y Anderson,
1992). En el humano y en el cerdo, la
angiotensina es responsable de la
angiogénesis placentaria y del desarrollo fe-
tal durante la gestacion (Nielsen et al., 1996).

Estudios relacionados a receptores de
angiotensina en los vasos sanguineos del cor-
don umbilical de la alpaca son atin motivo de
investigacion. Por esta razon, el objetivo del
presente estudio fue identificar antigenos re-
ceptores de angiotensina II en las arterias
umbilicales de la alpaca (Vicugna pacos)
mediante el uso de la inmunohistoquimica.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucién y Animales

Se emplearon seis tteros gravidos (en-
tre 70 y 270 dias de gestacion) de alpacas
Huacaya, procedentes de comunidades
alpaqueras de la zona de Cusco, Pert, ubica-
das a 4000 msnm, y que formaban parte del
estudio «Convenio 097-2014-FONDECYT-
DE». Los uteros fueron conservados a 8 °C
en una caja refrigerada con hielo y transpor-
tados durante 3 h al Laboratorio de Anato-
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Cuadro 1. Anticuerpos y reactivos empleados para la inmunohistoquimica en arteria umbilical de

alpaca
Anticuerpo Laboratorio Dilucion
Anticuerpo primario policlonal ~ US Biological Life Sciences  1:500

Rabbit anti-Human AGTR2.
Cat. N° P170170

Vectastain ABC KIT. Cat. N.°
PK 6100

Reactivo InmPACT DAB
Peroxidase Substrate
Cat. N° SK-4105

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA 94010

Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA 94010

Salem, MA. 01970

Listo para uso. Provisto por
el fabricante

30 pl de cromdgeno en 1 ml
de diluyente

mia Animal y Fauna Silvestre de la Facultad
de Medicina Veterinaria (FMV), Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
en Lima.

Muestras y Mediciones

Los 6rganos fueron diseccionados en el
laboratorio y los fetos fueron extraidos. El
diametro biparietal fetal (DBP) fue medido
con una regla de Vernier para estimar la edad
fetal (DBP-0.11376)*47.23287 (Gazitua et
al., 2001). Las muestras de arteria se obtu-
vieron realizando cortes de 2 cm al inicio del
cordon umbilical, proximo al feto. Las mues-
tras fueron conservadas en solucion de
formalina tamponada al 10%, y procesadas
con parafina (bloque de tejido o taco) para el
estudio histoldgico. Cortes de 5 im de espe-
sor se hicieron en los bloques y se colocaron
en laminas portaobjetos positivados. Los cor-
tes histologicos para la identificacion de
antigenos de angiotensina y endotelina siguie-
ron el protocolo de inmunohistoquimica ABC
- técnica Avidina — Biotina — Peroxidasa
(Doherty et al., 1989; Urpegui et al., 2000),
empleando los anticuerpos y reactivos indi-
cados en el Cuadro 1.
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Analisis de Laminas

Las laminas fueron analizadas en el mi-
croscopio binocular Leica DM750 con ca-
mara digital ICC50 HD anexada y software
de medicion LAS 4.7 Leica Macrosystems.
Se observo el grado de marcacion de los
antigenos para angiotensina en arterias, de-
nominandose cualitativamente la intensidad
del marcaje como 0: sin marcacion, 1: mar-
cacion leve (+), 2: marcacion moderada (++)
y 3: marcacion fuerte (+++) (Zanuzzi, 2010).

Términos de KEtica

Los uteros fueron obtenidos de anima-
les descartados por caracteristicas fenotipicas
indeseables para la crianza y que se encon-
traban destinados al beneficio en el camal
local, concordando de esta manera con las
normas establecidas por el Comité de Eticay
Bienestar Animal de la FMV-UNMSM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Arteria Umbilical

La arteria umbilical esta conformada por
tres capas. La primera, denominada tunica-
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Figura 1. Arteria umbilical de alpaca a los 70 dias de gestacion. Se sefiala la intensidad fuerte
(+++) del antigeno receptor de angiotensina en las células musculares lisas (IHQ,
contraste H&E 10x)

Figura 2. Arteria umbilical de alpaca a los 150 dias de gestacion. Se sefiala la intensidad fuerte
(+++) de antigenos receptores de angiotensina en las células musculares lisas (IHQ,
contraste H&E 4x)
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Figura 3. Arteria umbilical de alpaca a los 170 dias de gestacion. Se sefiala la intensidad fuerte
(+++) de antigenos receptores de angiotensina en las células musculares lisas (IHQ,
contraste H&E 4x)

Figura4. Arteriaumbilical de alpaca a los 270 dias de gestacion. Se sefiala la intensidad
fuerte (+++) de antigenos receptores de angiotensina en las células musculares
lisas (IHQ, contraste H&E 4x)
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interna, compuesta por células endoteliales;

la segunda capa se subdivide en una zona
compacta y otra esponjosa, donde la zona
compacta presenta abundante tejido
conectivo entremezclado con escasas célu-
las musculares lisas, mientras que la zona
esponjosa esta conformada por abundantes
células musculares lisas que recubren toda la
zona compacta. La tercera capa de tejido laxo
recubre toda la arteria.

Los resultados de inmunohistoquimica
muestran intensidad de marcacion fuerte
(+++) para antigenos receptores de
angiotensina Il en la zona esponjosa (Figuras
1-4); es decir, en la zona de mayor presencia
de células musculares lisas. La fuerte inten-
sidad de marcacion antigénica de angiotensina
es atribuida a la presencia de gran cantidad
de receptores de angiotensina Il en las pare-
des de las células musculares lisas, los cua-
les cumplen la funcién de regular el caudal
sanguineo (Dvorak et al., 1995; Brameld et
al.,2011).

La placentacion y supervivencia fetal
depende de la angiogénesis (Risau e Ingo,
1995), la formacioén de la red vascular en la
placenta (Mackenzie et al., 1999), la circula-
cion fetoplacentaria, y el flujo sanguineo
uteroplacentario estd mediado por la
angiotensina (Krukier y Pogorelova, 2005).
La angiotensina II es un agente muy potente
que incrementa la presion sanguinea al ac-
tuar en el muasculo liso (Kaschina y Unger,
2003), regula la resistencia vascular y el flujo
sanguineo (Woods, 1993). Aunque, la alpaca
habite en grandes altitudes no es ajena a la
presencia de receptores de angiotensina y a
su actividad biologica que ejerce en las arte-
rias del cordon umbilical. En el presente es-
tudio se ha demostrado que la zona con abun-
dante musculo liso de la arteria umbilical pre-
senta receptores de angiotensina II durante
la gestacion.
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CONCLUSION

Los antigenos receptores para angio-
tensina II se encuentran localizados en las
paredes de las células musculares lisas de
las arterias umbilicales de alpaca durante la
gestacion, mostrando a través de la técnica
de inmunohistoquimica la presencia de gran
cantidad de receptores angiotensina II.
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