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RESUMEN

Se realizé un estudio histoquimico para analizar las caracteristicas tisulares, y la presencia de
glucosaminoglucanos en la pezufa de fetos bovinos. Se utilizaron 10 especimenes de 3,1 (+/- 0,5) meses de
gestacién, los que fueron procesados mediante técnicas histoldgicas de rutina, coloredndose con Hematoxilina-
Eosina, Tricrémico de Ramén y Cajal, PAS , Alcian Blue y Azul de Toluidina (Metacromasia), efectudndose las
pruebas complementarias necesarias (bloqueo y saponificacién), para identificar diferentes grupos quimicos. Se
observaron los componentes del drgano y sus anexos, identificindose en el epitelio los estratos basal, espinosoy
apical. Se detectd la presencia de abundantes glucosaminoglucanos neutres y écidos (carboxilados y sulfatados)
en todas las capas del epitelio y en las uniones intercelulares de los estratos basal y medic. Este podria atribuirse
a la presencia de dermatdn sulfato o mucinas sulfatadas (glucosaminoglucanos 4cidos sulfatados) o derivados
del acido hialurénico, sialomucinas o mucinas fetales (glucosaminoglucanos 4cidos carboxilados).

ABSTRACT

Development of the fetal bovine hoof: Histochemical characteristics.

Ahistochemical study was peiformed to examine the presence gf glycosaminaglycans in the hogf of bovine
fetuses. Ten specimens at 3.1 (+/- 0.5) months of gestation were used. Samples were processed by means of
rutinary histological methods. Sections were stained with either Haematoxylin - Eosin, Tricromic of Ramén y
Cgjal, PA.S. , Alcian Blue or toluidin blue (metachromasia). Complementary studies (blockade and
soponification) were performed to identify several chemical groups. The components of the organ and its anexes
were esamined identifying 3 strata in the epithelium: basal, spinosum and apical. The presence abundant
neutral and acid (carboxilated and sulphated) glycosaminaglycans was detected in all layers of the epithelium
and in the intercellular juncticns of the basal and spinosum strata. This could be attributed to the presence of
dermatan sulphate or sulphated mucins or to carboxilared mucins such as hyaluronic acid, sialomunicns, or

Sfetal mucins.
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INTRODUCCION

Los métodos histoquimicos permiten demostrar y
caracterizar in situ, compuestos o radicales presentes
en los tejidos. La determinacién histoquimica de los
monosacdridos es dificil, no asi la de los
polisacdridos. Existen métodos que detectan
polisacdridos sencillos (formados por cadenas de
hexosas) y la mayor parte de los polisacdridos
complejos nitrogenados (Curran, 1964: Everson
Pearse, 1980; Martoja y Martoja, 1976; Spannhof,
1966).

Dada la dificultad de estudiar histologicamente la
pezufia en animales adultos debido a su extrema
dureza, se planted la posibilidad de analizar este
organo durante la vida fetal. En este periodo es
factible evidenciar también las relaciones tisulares
existentes con las estructuras anexas.

Es destacable la falta de bibliografia referida a la
composicion histoquimica de este dérgano,
limitandose la misma a describir sus caracteristicas
morfolégicas y funcionales (Banks, 1996; Dellman,
1993; Frandson, 1986; Schwarze y Schrdeder, 1970).
Los aspectos clinicos, tratados en la escasa
bibliografia reciente, no aportan informacidén
estructural relevante (Kempson and Logue, 1993;
Phillips. et al., 1996; Singh, ecal., 1993).

Elérgano digital en los bovinos adultos consta de una

parte queratinizada, el tejido conjuntivo subyacente o
dermis, la hipodermis, los huesos y las estructuras
asociadas. Embriologicamente, el esbozo de las
pezufias  representa un simple engrosamiento
epidérmico, en cuya porcidon dorsal se destaca
tempranamente una ldmina epitelial que se genera a
modo de una excrecencia.

La epidermis engrosada asienta primeramente sobre
un corion liso, pronto se diferencian la ldmina
epidérmica, la suela y los éngulos de inflexién (Banks,
op. cit.; Dellman, op. cit.).

El desarrollo ulterior se caracteriza por las
transposiciones de las células epidérmicas, procesos
que estan relacionados estrechamente con la
formacidn de las papilas que originan la sustancia
cérnea tubular. Después comienza la queratinizacion,
propia del ultimo periodo de desarrollo. En los
animales adultos el érgano digital consta de pared,
suela y bulbos bien desarrollados. La epidermis
peridplica, coronaria y laminar forman la muralla de
la pezufia. (Frandson, op. cir.; Dyce e al., 1991;
Schwarzey Schréeder, op. cit.).

MATERIAL Y METODOS

Se procesaron las pezufias correspondientes a 10

fetos bovinos de 3,1 (+/- 0.5) meses de gestacién
obtenidos de animales prefiados, inmediatamente

Cuadro 1

Metacromasia (Azul de Toluidina): Especificidad de las distintas reacciones complementarias
(Martoja y Martoja, 1976)

Reaccién metacromdtica Radicales
Carboxilos | Sulfatos |Fosfatos
ApH 4,6 + + +
ApH3.4 = + +
A DH 3,4 +nitrato de Ur N/1000 - + -
A pH 3.4 +nitrato de Ur N/10 = = =
A pH 3.4 +nitrato de Ba N/1000 - & & +
A pH 3,4 +nitrato de Ba N/10 = = =
A pH 4.6 después de la metilacion completa 2 £ ?
A pH 4.6 después de la metilacidn completa + saponificacién -+ = ?
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Cuadro2

I Caracteristicas histoguimicas de la pezuna en_fetos bovinos.

Resultados de las Reacciones Metacromdticas.- reaccién negativa; X reaccién leve; XX moderada;
XXX reaccién intensa; * reaccién intensa en uniones o espacios intercelulares.

Estratos
Reaccién metacromatica Basal |Espinose| Cérneo

ApH4.6 XXX * XX * xX=
ApH 3.4 XX XX i
A pH 3.4 +nitrato de Ur N/1000 X X :
A pH 3.4 +nitrato de Ur N/10 & = =
A pH 3.4 +nitrato de Ba N/1000 X X -
A pH 3,4 +nitrato de Ba N/10 * * =
A pH 4,6 después de la metilacion completa B : s
A pH 4,6 después de la metilacién completa XX* | XX* X
+ saponificacién

luego de su sacrificio en un establecimiento frigorifico
de la ciudad de Esperanza, Provincia de Santa Fe. La
edad gestacional fue calculada mediante la férmula
propuesta por Grunert y Eberet (1990).

Una vez disecadas, las extremidades fueron fijadas en
liquido de Bouin a 4°C durante 24 horas, lavadas en
solucién fisiolégica por 12 horas, deshidratadas e
incluidas en parafina, siguiendo protocolos
preestablecidos (Martoja y Martoja. op. cit.). Los tacos
se realizaron de forma tal, que cada extremidad
quedard orientada favoreciendo la visualizacién del
organo desde distintos angulos. Finalmente mediante
un micrétomo rotativo tipo Minot, se obtuvieron
cortes seriados de 5 micrémetros (um) de espesor.

Se colorearon con Hematoxilina-Eosina y Tricrémico
de Ramdn y Cajal, para evidenciar las caracteristicas
morfoldgicas del érgano (Michalany, 1981; Martoja y
Martoja, op. cit.).

Para identificar glucosaminoglucanos se utilizaron
las siguientes técnicas: PA.S., alcian bluepH 2,5y 0,5
vy azul de toluidina pH 4,6 y 3,4 (metacromasia). En
esta ultima técnica se efectuaron reacciones de
blogueo y saponificacién para evidenciar la presencia
de grupos glucosaminoglucanos acidos sulfatados y
carboxilados. (Cuadro 1) (Curran, op. cit.; Martoja y
Martoja, op. cit.; Spannhof, ap. cit.; Scott, 1996).

RESULTADOS

La coloracidn con hematoxilina-eosina permitié
observar los distintos componentes del érgano,
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determindndose perfectamente que la pezufia es una
continuacién modificada de la epidermis. Se
evidencié un estrato basal, caracterizado por células
cubicas y cilindricas, un estrato medio o espinoso
constituido por células irregulares, débilmente
tefiidas, y de escaso desarrollo en algunas zonas. No
se observd estrato granuloso ni licido. En el estrato
superficial se evidencid la presencia de epiteliocitos
nucleados, con amplios citoplasmas, conteniendo
material de aspecto fibrilar,

Una membrana basal bien delimitada, separa el
epitelio germinal del corion o ldmina propia sin
cuerpos papilares.

Con el Tricrémico de Ramén y Cajal, se pusieron de
manifiesto detalles del proceso de osificacién de la
tercera falange que sirve de base a este apéndice
corneo (Fig. 1).

Mediante la técnica del PA.S. se observd la existencia
de abundantes glucosaminoglucanos neutros, tanto
dentro de las células epiteliales, como en los espacios
o uniones intercelulares, siendo més abundantes en
los estratos basales. En el corion denso celular, se
evidenciaron estructuras fibrilares de reactividad
positiva (Fig. 2).

Mediante la utilizacién del alcian blue se pudo poner
de manifiesto la presencia de glucosaminoglucanos
dcidos en todos los estratos del epitelio y en las
uniones intercelulares de los estratos basal e
intermedio. Con la técnica de metacromasia (azul de
toluidina), se pudo comprobar que se trataba de
glucosaminoglucanes dcides  carboxilados,
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Panordmica del drgano digiral. a) Epidermis de la pezufa; b) Corion o ldmina propia.
Se aprecia la membrana basal del epitelio (—); ¢) Centro de osificacién faldngica.
Se observa formacién de hueso trabecular primario (*).( Tricémico de Ramén y Cajal. 40 X)

Figura 2
Epidermis y corion. d) Estrato basal; e) Estrato intermedio: f) Estrato superficial.
El corion denso celular presenta estructuras fibrilares de reactividad positiva. (PA.S. 150 X)

Figura 3
Epidermis y corion. d) Estrato basal; e) Estrato intermedio; f) Estrato superficial.
(Metacromasia pH 4,6 metilacién completa mas saponificacién. 100 X)
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presentes en el citoplasma y material fibrilar
intracelular de todas las capas, asi como los espacios
intercelulares de los estratos basal e intermedio (Fig.
3). Se identificaron glucosaminoglucanos dcidos
sulfatados en forma intracitoplasmatica en los
estratos basal e intermedio (Cuadro 2).

No se pudo evidenciar la existencia de
papilas ni laminillas, presentes en los animales
adultos, por lo que se puede afirmar que su desarrollo
se lleva a cabo en estadios mds avanzados, més alld
del cuarto mes de gestacion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Desde el punto de vista histoquimico, es destacable
la ausencia de glucosaminoglucanos fosfatados, tal
como era de suponer segtin lo planteado por Martoja y
Martoja (op. cit.).

La reactividad positiva a la presencia de
glucosaminoglucanos sulfatados, podria deberse a la
presencia de dermatan sulfato (condroitin sulfato B,
cuya existencia se ha demostrado en la piel de
diversas especies (Everson Pearse, op. cit.) o ciertas
mucinas sulfatadas que contendrian dcido sidlico
(Culling er al., 1985). Los glucosaminoglucanos
carboxilados presentes serian derivados del acido
hialurénico o sialomucinas, como las mucinas fetales
ociertas glicoproteinas séricas (Cullinger al., op. cit.).
Cuando los glucosaminoglucanos sulfatados forman
enlaces covalentes con un centro proteinico,
constituyen una familia de macromoléculas
conocidas como proteoglucanos. Muchos de ellos, en
especial el agrecdn (molécula que se encuentra en el
cartilago y en el tejido conectivo propiamente dicho)
estdn unidos con el dcido hialurénico, y son los
encargados de producir el estado de gel de la matriz
extracelular y actuar como barrera contra la difusién
rdpida de los depésitos acuosos. Ademds, poseen
sitios de fijacién para ciertas moléculas de
senalamiento, como el factor B de transformacion del
crecimiento (TGF-). Otros (sindecanes), se encuentran
unidos a la membrana celular, actuando su porcién
proteica central como proteinas transmembrana,
fijandose a los filamentos de actina del citoesqueleto.
Sus porciones extracelulares se adhiren a los
componentes de la medio extracelular, con lo que
permiten que las células se unan a las
macromoléculas de la matriz. Por esto, muchas de
estas moléculas son designadas como glucoproteinas
de adhesién, las cuales poseen numerosos dominios,
uno de los cuales por lo menos suele fijarse a las
proteinas de la superficie celular llamadas integrinas,
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uno a las fibras coldgenas, y uno a los
proteoglucanos. De esta manera, las glucoproteinas
de adhesion comprimen a los diversos componentes
de los tejidos entre si (Gartner y Hiatt, 1997).

Por iltimo es importante destacar que serfan
necesarios estudios histoquimicos complementarios,
como por ejemplo el empleo de lectinas
(lectinhistoquimica), las que se han utilizado para
identificar glicoproteinas, glicolipidos y polisacdridos
en diversos tejidos, incluyendo intestine (Chae & Lee,
1995), epididimo (Arenas et al., 1996), ovario (Parillo
etal., 1996), entre otros 6rganos.
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