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Aplicacion de otras técnicas de observaciones
histolagicas del tegumento bovino deficiente en

cobre

Maria Del Carmen Bisio *

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es comprender e inter-
pretar la histologia del tejido tegumentario en bovi-
nos normocuprémicos e hipocuprémicos, a través
del Microscopio Optico Comtn (MOG) y el Micros-
copio Electrénico de Barrido (SEM). Se debe desta-
car que cada dia se incorporan nuevos aportes cien-
tificos sobre los elementos trazas, no s6lo en bovi-
nos sino en otras especies. Se emplearon cuarenta
bovinos; raza: Hereford, novillos machos, peso pro-
medio: 230 kg, procedencia: dos campos (Provincia
de Buenos Aires); con carencia en cobre y otros sin
ella de ambos campos; fueron agrupados en dos lotes
con igual nimero: A. Campo con deficiencias y B:
Campo 6ptimo. Para estudio histolégico, se toma-
ron muestras del tegumento del pabellén auricular
de los dos lotes, se fijaron con formol bufferado al
10% a pH 7,4 continudndose con las técnicas para
el (MOC) y para el (SEM), el muestreo, se fijé de la
misma forma que para el (MOC), cortes de 20 y 40
micras. Se obtuvo de ambos lotes muestras de san-

gre, extraidas de la yugular, para determinacién de

cobre (Cupremia) por Espectofotometria de Absor-
ci6on Atémica (AAS), los que determinaron para el
lote A niveles medios inferiores a 0,50 mcg/dl de
Cu resultaron que eran hipocuprémicos, en tanto el
Lote B, valores medios de 0,70 mcg/dl de Cu. Se
concluy6 que si existe la posibilidad de comparar y
correlacionar las observaciones de las alteraciones
morfolégicas descritas en el Microscopio Optico
Comin (MOC) como en el Microscopio Electrénico
de Barrido (SEM); permitiendo la interpretacién de
estructuras normales de las patolégicas; ambas téc-
nicas y microscopios son de utilidad para esta eva-

luacién.

Palabras clave: bovinos, cobre, microscopios, ob-

servaciones, técnicas.
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APPLICATION OF OTHER HISTOLOGICAL
TECHNIQUE OBSERVATIONS OF BOVINE
TEGUMENT WITH CUPPER DEFICIENCY

ABSTRACT

The objective of this paper was to understand the
histology of bovine teguments with normal and low
cupper levels by Common Optical Microscope
(COM) and Scanning Electronic Microscope (SEM)
observations. It is worthwhile noting that new
scientific findings about the importance of trace
elements are reported not only for bovines but also
for other species. Forty Hereford steers, average live
weight 230 kg from two fields of the Buenos Aires
Province with low levels of cupper were used. The
animals were distributed in two groups A and B
with the same number of animals: group A with Cu
deficiency, group B with optimal Cu levels. For the
histological study, samples of teguments of the au-
ricular pavilion from the two groups of animals were
fixed with buffered formol 10%, pH 7.4. The
samples for MOC and SEM observation were cutted

in 20 and 40 micrometers. Blood samples were
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extracted from the jugular for Cu determination by
Spectrophometer of atomic absorption. Results:
group A showed mean values lower than 0,50mcg/
dl (hypocupremia). Group B mean values of 0,70mcg/
dl (normocupremic). We concluded that it is
possible to compare and make correlations of the
morphological alterations observed by the MOC and
SEM. Both techniques and microscopes were useful
to distinguish the normal structures from those with
cupper deficiencies.

Key Words: bovines, cupper, microscope,
observations, techniques.



INTRODUCCION

La importancia del cobre en la alimentacién la ob-
servaron Hart et al. (1928), su necesidad conjunta-
mente con el hierro para prevenir anemias en las
ratas (Hart, 1928); determinaron en la Universidad
de Wisconsin la necesidad de cantidades pequeias
de cobre y de hierro conjuntamente, para que se
forme la hemoglobina si bien el cobre no es un ele-
mento inorgdnico de ella, si se halla como
hemocuperina en las células animales; en ciertos
invertebrados se encuentra como hemocianina, te-
niendo como funcién el transporte de oxigeno. A
posteriori se observaron diferentes patologias debi-
das a la deficiencia de cobre, tales como ataxia
enzootica en ovinos, miocarditis en bovinos, enfer-
medades vasculares en aves y cerdos. (Bennets,
1937, 1939).

En las ratas se observé notoria disminucién de la
actividad de la citocromo c oxidasa y asi se empezd
a saber la actividad catalitica que tiene (Cohen, 1934).
Se aislé su metalo-proteina en la década de 1930
(Mann, 1934), pero tuvieron que pasar mas de 30
afos para comprobarse que tenia una importante
actividad enzimatica, pues se trata de una
superoxido dismutasa; existiendo otras como la lisil
oxidasa, catalizando las uniones cruzadas de
colageno y elastina en la matriz extracelular del teji-
do conectivo (O’ Dell, 1961), los animales con defi-
ciencias o mutaciones genéticas disminuyen la acti-

vidad de aquellas enzimas.

Otras enzimas como la tirosinasa presentan una fun-
ci6n catalitica importante, como es la formacién de
melanina cuyo efecto patolégico es la falta de pig-
mentacién, generando el abayamiento o manto des-
colorido muy notorio en la raza Aberdeen Angus y
en los Hereford. En tanto la ceruloplasmina cataliza
la ferroxidasa, amina-oxidasa produciendo altera-
ciones metabodlicas del hierro y consecuentemente
anemias. (Cousins, 1985; Hsieh, 1975).
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El cobre es transportado por la ceruloplasmina-
oxidasa desde su reservorio el higado hacia los dis-
tintos tejidos para sintetizar cuproenzimas; tal el
caso de la citocromo c oxidasa, lisil oxidasa y
superoxido dismutasa (McCord, 1969; Mills, 1976);
atn se desconoce el pasaje por el cual el cobre de la
ceruloplasmina se dirige hacia las células; pero con-
siderando que esta enzima es donadora directa de
este microelemento, podria pensarse en la existen-
cia de receptores de superficie de membranas de las
células (Hsieh, 1975).

Una prueba que determiné cuan es de esencial el
cobre en el hombre, fue la enfermedad de Menkes,
alteracién genética que provoca trastornos en los
procesos de absorcién y metabélicos; patologia si-
milar a la del ratén moteado mutante. (Danks, 1988;
Hunt, 1974; Hurley, 1975).

Segtn Davis et al. (1986) y Mason (1979), a nivel
del tubo digestivo que va desde el estomago al co-
lon, dependiendo de las especies el principal pun-
to de absorcién del cobre seria el duodeno; sin sa-
berse atin cual es el mecanismo preciso con la pro-
babilidad que su regulacién esté dada por la misma
mucosa intestinal. Por lo anterior, se le ha dado
importancia desde el punto de vista molecular a la
metalo-tioneina referencia observada por Cousins
(1985) (Cousins, 1985; Danks, 1988; Davis, 1986;
Shields, 1962).

Recientes investigaciones a través de estudios en
Biologia Molecular, especifican que el cobre actua-
ria como coenzima sobre determinados receptores
de las células, en la participacién sobre el proceso
de mielinizacién del sistema nervioso; al igual que
condiciona desarrollo y crecimiento del sistema 6seo,
estimulando produccién de coldgeno sobre la acti-
vidad de la fosfatasa alcalina y acttia evitando la
formacién de excrecencias cartilaginosas en el nudo
y tarso, haciendo resistente el hueso a las fracturas

(O’ Dell, 1961). Lo expuesto anteriormente explica
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lo que denomina ataxia, esto se observa en terneros
y becerros, cuyas necropsias revelan lesiones en el
sistema nervioso periférico; consecuencia a madres

carenciadas en cobre durante la gestacién.

En cuanto a las alteraciones dseas en animales defi-
cientes, es debido a dos parametros importantes:
disminuye la actividad de los osteoblastos y conse-
cuentemente retardando que se forme la matriz 6sea,
y ademas provoca baja actividad de la lisil-oxidasa,
causando disminucién de la resistencia ésea, afec-
tando como ya se menciond, al coldgeno por dismi-
nuir el entrecruzamiento fibrilar; también afecta a la
elastina, la cula cuando se reduce en su formacién,
puede causar ruptura de vasos sanguineos hasta el
grado de ocasionar aneurismas (Harris, 1974; O’ Dell,
1961; Starger, 1975).

Los avances de la ciencia sobre los elementos trazas
a través del tiempo, conducen a no s6lo quedarse
con las sintomatologias observadas macroscépica-
mente que producen tanto las carencias como las
deficiencias; sino que se debe profundizar y com-
plementar estos estudios por métodos: bioquimi-
cos (anélisis de sangre), fisiolégicos, biogeogréficos,
histolégicos (no solamente con las técnicas rutina-

rias para el MOC, sino coadyuvarlas con el SEM.

Este trabajo tiene como objetivo, interpretar la
histologia del tejido tegumentario en bovinos nor-
mocuprémicos e hipocuprémicos, a través del MOC
y el SEM.

IMATERIALES Y METODOS

Se trabaj6 con cuarenta bovinos procedentes de dos
campos de la Provincia de Buenos Aires; uno con

carencia de cobre y otro sin ella. Se estandarizaron:
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raza: Hereford, sexo: machos, tipo de animal: novi-
llos y peso: media = 230 kg. Los animales por estu-
dios biogeograficos de ambos campos fueron agru-
pados en dos lotes: A. Campo bajo y B. Campo
6ptimo alto. Logrando en A 20 bovinos hipocupré-
micos y B con igual cantidad de animales normocu-

prémicos.

Se obtuvieron de ambos lotes muestras de sangre
extraidas de la yugular, para la determinacién de
los valores de cobre (cupremia), por Espectofotome-
tria de Absorcién Atémica (AAS), los cuales deter-
minaron para el lote A niveles medios inferiores a
0,50 mcg/dl de Cu resultando hipocuprémicos, en
tanto el lote B present6 valores medios de 0,70 mcg/
dl de Cu.

Para el estudio histolégico, se tomaron muestras de
tejido tegumentario del pabellén auricular de los
dos lotes, se fijaron con formol bufferado al 10% a
pH 7,4. En el procesamiento para el MOC se efec-
tuaron cortes de 4 micras con micr6tomo de desli-
zamiento de cuchillas descartables, empleandose las
técnicas convencionales de tincién: Hematoxilina-
Eosina y Tricrémico de Golden Masson. Se toma-
ron microfotografias con microscopio marca Zeiss a
25X y 45X.

El muestreo para el SEM se fijé de la misma forma
que para el MOC; cuyos cortes fueron de 20 y 40
micras, con el mismo micrétomo utilizado anterior-
mente. Estos fueron adheridos con esmalte de ufias
a papel aluminio, previamente tratado con lavados
sucesivos de agua destilada y acetona 50. (Figuras 1
y 2). Luego se procedi6 a su montaje en soportes
para microscopia electrénica de barrido, para ser
sombreados con oro-paladium y observados al MEB,
marca JOEL-LSM, microfotografiadas a 1200X.
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Ficura 1. MONTAJE SOBRE PAPEL DE ALUMINIO Al SEM a 20 micras los resultados son confusos;

(A) DEL CORTE GRUESO INGLUIDO EN PARAFINA (P) no es asi a 40 micras: donde corrobora las mismas

DE 20 MICRAS DE ESPESOR. SIN RESULTADOS modificaciones histolégicas halladas al MOC (Figu-
ra 4). Para el lote B la morfologia fue normal tanto la
observada en el MOC (Figura 5) como en el SEM

(Figura 6).

POSITIVOS PARA EL SEM.

Ficura 3. TEGUMENTO DE BOVINO DEFICIENTE.
EpitELio (EP) CON POCA QUERATINA Y ESCASA
MELANINA (ME) AL IGUAL QUE EN CORTE DE FOLICULO
PILOSO (FP), LAS GLANDULAS SEBACEAS (GSE),
ALTERACIONES CITOLOGICAS EN LAS CELULAS
PERIFERICAS Y CENTRALES. OBservapos AL MOC a
25X, H/E.

Ficura 2. MONTAJE SOBRE PAPEL DE ALUMINIO (A)
DEL CORTE GRUESO INCLUIDO EN PARAFINA (P), DE
40 MICRAS DE ESPESOR. RESULTADOS FAVORABLES

PARA LA OBSERVACION AL SEM.

Ficura 4. TEGUMENTO DE BOVINO DEFICIENTE. SE

COTEJA LO OBSERVADO EN LA FIGURA 3: EL EPITELIO

(eP) v FoLicuLo pPiLoso (FP). AL MOC A 25X. H/

E. SE cOTEJA LA MISMA FIGURA A TRAVES DEL SEM,
0BSERVADA A 12000X.

REsuLTtADOS

Los resultados observados en el lote A en el MOC
fueron: en la epidermis y foliculos pilosos, dismi-
nucién de melanina; en la dermis el epitelio de las
gldandulas sudoriparas, pasé de cibico simple a casi
plano simple, tanto a nivel adenomérico como en
su sistema de conduccién; las glandulas sebéceas
presentaron alteraciones citolégicas en sus células

generatrices y cierta desorganizacién central hacia

el sistema de conduccién de secrecién (Figura 3).
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Ficuras 5 v 6. EN LA 5 se 0BsERvA EPITELIO (EP), FoLicuLo piLoso (FP), MELANINA (ME), QUERATINA (@),

ABUNDANTES PARA AMBAS ESTRUCTURAS. LAS GLANDULAS SEBACEAS (GC), CON ASPECTO NORMAL ARRACIMADO Y LAS

GLANDULAS SUDORIPARAS (GSU) DEMUESTRAN UN EPITELIO NORMAL. EN LA B, SE OBSERVA CORTE GRUESO PARA SEM,

A 12000X, SIENDO LA MORFOLOGIA, NORMAL EN AMBAS FIGURAS.

Discusion

Actualmente no se puede hablar de una sola defi-
ciencia de un determinado oligoelemento, ya que
todos acttian en forma conjunta manejados por di-
ferentes factores intrinsecos como extrinsecos, pero
en este estudio se hace referencia al cobre sin ahon-

dar en lo anteriormente dicho.

Los perjuicios de esta deficiencia con respecto a su
sintomatologia son en la ganaderia muy variables, de-
pendiendo de su hébitat geoecoldgico y tipo de alimen-
tacion. Esto tultimo explica por qué en el forraje que se
les suministra es importante la no interferencia de otros
oligoelementos y las caracteristicas edafoldgicas, ya que
puede producir formacién de complejos disminuyen-
do la disponibilidad de los mismos para el consumo

apropiado de los animales (Suttle, 1975).

El abayamiento es uno de los sintomas més notorios,
especialmente en los Aberdeen Angus y en menor
grado en los Hereford, debido a la disminucién de
tirosinasa que al estar disminuida su actividad, inci-
de en la sintesis de melanina. Otra manifestacion es
la presencia de zonas alopécicas (habiendo sido des-

cartada la presencia de 4caros de la sarna), probable
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causal de alteraciones citolégicas de las glandulas en

la dermis tegumentaria (Bisio, 1992) (Figuras 7 y 8).

En todo estudio es importante no sélo la recopila-
cién de datos bibliograficos que se incorporan como
herramienta fundamental al conocimiento para el lo-
gro de un proyecto y aceptar lo observable macroscé-
picamente, sino también profundizar y llegar a la
observacién microscépica, y detenerse a relacionar
las morfologias celulares normales de las que no lo
son asi. Primero comenzando con observaciones al
MOC y continuando con las del SEM, a la vez que se
cotejan dos observaciones empleando técnicas simi-
lares, pero diferentes microscopios para hacer una
interpretaciéon de los resultados obtenidos.

ConcLusiON

La conclusién es que existe la posibilidad de compa-
rar y correlacionar las observaciones de las alteracio-
nes morfolégicas descritas en el Microscopio Optico
Comiin (MOC) como en el Microscopio Electrénico
de Barrido (SEM), permitiendo la interpretaciéon de
las estructuras normales de las patoldgicas. Pudien-
do concluir diciendo que ambas técnicas y microsco-

pios son de utilidad para esta evaluacién.
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