Enfermedad de almacenamiento lisosomal en terneros del norte de

Uruguay

Rivero, R'.; Kautz S'.; Gomar, MS?.; Barros. 8.5 . y Gimeno, E.J.*

RESUMEN

El presente trabajo describe las lesiones celulares y ultraes-
tructurales de una enfermedad neurolégica observada en terne-
ros en ¢l Departamento de Paysandi, Los animales formaban
parte de un rodeo de cruzamientos experimentales en el que se
encontraban las razas Hereford, Aberdeen Angus, Salers, Zebi
v Red Poll. Se observo un aumento en la tasa de mortalidad
entre los terneros recién nacidos. Un ternero enfermo fue sacri-
ficado y necropsiado. Se analizaron como control muestras de
dos terneros normales. El estudio histolégico permitié obser-
var vacuolizacién de numerosas neuronas en todos los tejidos
analizados. El estudio ultraestructural permitié observar va-
cuolas asociadas a membranas y ocupadas por un material fina-
mente granular. Cortes representativos de bulbo raquideo, ce-
rebelo y médula espinal fueron analizados con métodos lectin-
histoquimicos. El material almacenado reacciond con las si-
guientes lectinas: Concanavalia ensiformis (Con-A), Triticum
vulgaris (WGA), y Triticum vulgaris succinilada (sWGA). El
patron lectinhistoquimico observado es coincidente con una
a-manosidosis. La enfermedad, desconocida hasta el momento
en Uruguay, deberia ser caracterizada epidemiolégicamente.
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SUMMARY

This paper describes the cellular and ultraestructural lesions
found on a neurological illness observed in calves in the Depar-
tment of Paysandi. The animals were part of a cross experi-
mental herd, composed by several breeds of Hereford, Aber-
deen Angus, Salers, Zebu and Red Poll calves, One calf was
euthanatized and necropsied. Samples of two normal calves
were included as controls. Histologicaly, there were varying
degrees of vacuolization in the eytoplasm of numerous neu-
rons in all the studied organs. The ultrastructural study showed
membrane-bound vacuoles filled with finely granulated mate-
rial. Representative sections of medulla, cerebellum and spinal
cord were submitted to lectinhistochemical procedures. The
stored material reacted to the following lectins: Concanava-
lia ensiformis (Con-A), Triticum vulgaris (WGA), and Succin-
viated-Triticum vulgaris (sWGA). The pattern of staining co-
incides with the data reported for «-mannosidosis. The disor-
der, unrecognized until now in Uruguay, should be better cha-
racterized epidemiologically.

Keywords: Bovines, lysosomal storage disease,
lectinhistochemistry, electron microscopy, a-
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INTRODUCCION

Numerosas enfermedades de almacena-
miento lisosomal han sido caracteriza-
das en los animales domésticos, asi como
también en la especie humana y en ani-
males de laboratorio. Algunas de ¢llas tie-
nen importancia en medicina veterinaria,
y ofras revisten interés como modelos
de enfermedades humanas (5,12,22,28).
La mayoria de estas entidades nosologi-
cas tiene base genética, aunque se han
reconocido varias originadas por la in-
gestion de vegetales (8,9,10,18,25).

Dentro de estas enfermedades, las ma-
nosidosis constituyen el grupo mis co-
mun y de mayor importancia ccondmica
en los animales domésticos. La a-mano-

sidosis hereditaria ha sido descripta prin-
cipalmente ¢n bovinos Aberdeen Angus,
y puede llegar a presentarse en cualquier
lugar en donde se crie esaraza (21). Tam-
bién se la identificado en las razas Mu-
rray Grey y Galloway (11.16).

En Nueva Zelanda mas del 10% de los
bovinos Angus tenian ese defecto en
heterosigosis antes de la implementa-
cion de un programa de control (19).
La [-manosidosis, que se presenta en
cabras (23) y en bovinos Salers (20),
origina una enfermedad neonatal con
lesiones similares a la a-manosidosis
pero el cuadro tienen mayor severidad
clinica.
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La lectinhistoquimica en cortes de teji-
dos incluidos en parafina puede ser em-
pleada para identificar aziicares especi-
ficos y por lo tanto ayuda en el diagnos-
tico de enfermedades con almacenamien-
to de glicoproteinas y glicolipidos
(1.2,3.4.27). Las lectinas son proteinas,
generalmente de origen vegetal con afini-
dad por distintos carbohidratos (13,14),
y constituyen una valiosa herramienta
para estudiar la distribucién de residuos
de monosaciridos (glucoconjugados) “in
situ™ (6,24).

El presente trabajo, que describe una
enfermedad de almacenamiento lisosomal
identificada en el norte del Uruguay, tie-
ne los siguientes objetivos: 1) caracteri-
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zar las lesiones de los animales afecta-
dos a nivel celular y ultraestructural, 2)
determinar la presencia y distribucién de
receplores para diversas lectinas los te-
jidos afectados y 3) aportar datos que
permitan determinar el origen del pro-
blema observado.

MATERIALES Y METODOS

Durante la primavera de 1998 se presen-
16 en el Departamento de Paysandi una
enfermedad neurolégica caracierizada por
postracion, hiperestesia y tremores mus-
culares en cabeza y cuello. El problema
aparecit en un rodeo experimental de
cruzamientos integrado por animales de
las razas Hereford, Aberdeen Angus, Sa-
lers, Zebu y Red Poll. En 2l rodeo se
presentd un aumento de la mortalidad
neonatal con predominio de signos clini-
€0S nerviosos.

Se sacrificod un ternero de madre cruza
Aberdeen Angus y se realizd la necrop-
sia completa. Fragmentos de distintas
porciones del sistema nervioso central y
bazo fueron fijados en formalina ¢ in-
cluidos en parafina. Los mismos tejidos
fueron tomados de dos terneros norma-
les y se los empledé como controles. Se
cfectuaron cortes de 5 pm de espesor
que fueron coloreados con hematoxilina
y eosina (HE).

Fragmentos de la corteza cerebral, coli-
culo rostral, puente y cerebelo fijados
en formalina, fueron colocados en solu-

cion glutaraldehido 2% y paraformalde-
hido 2% en bulfer de cacodilato de sodio
O,IM a pH 7,4. Posteriormente fueron
fijados en tetroxido de osmio ¢ incluidos
en Epon. Cortes semifinos fueron colo-
reados con azul de metileno, cortes ul-
trafinos fueron contrastados con acetato
de uranilo y citrato de plomo vy fueron
examinados en un microscopio electro-
nico de transmision,

Iin el estudio lectinhistoquimico se utili-
zaron nueve lectinas marcadas con bioti-
na’ para la deteccion de diferentes resi-
duos especificos (Cuadro 1)(24). Los
cortes fueron procesados de la siguiente
mancra: desparafinados, lavados en eta-
nol, incubados con perdxido de hidroge-
no al 0,3 %, sumergidos en metanol ab-
soluto durante 30 minutos a temperatu-
raambiente. hidratados y lavados en PBS
pH 7.4. Con posterioridad se incubaron
con las lectinas durante toda lanoche en
camara hiimeda a 4° C. Los cortes fue-
ron lavados nuevamente en PBS ¢ incu-
bados con el complejo avidina - biotina
(ABC)". Por tltimo, se revelaron con una
solucion de 3-3"diaminobenzidina (DAB)
al 0,02 % y perdxido de hidrogeno al
0,05 % en buffer Tris-11C1 0,05 M pH
7.6 durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente. Como coloracion de fondo se
utiliz6 hematoxilina de Meyer.

Los controles de la lectinhistoquimica se
realizaron omitiendo la lectina o blo-
quedndola mediante incubacién previa

con el azticar especifico antes de su apli-
cacion sobre los cortes (24).

RESULTADOS

No se observaron lesiones macroscopi-
cas, a excepeion de tleeras de decibito.
Los cortes histolégicos mostraron vacuo-
laciones de grado variable en el perica-
rion de numerosas neuronas a distintos
niveles del sistema nervioso central
(Foto 1 y 3). Las células macrofigicas
del bazo también mostraron vacuolas
citopliasmicas.

El material almacenado en las neuronas
reacciond fuertemente con Con-A v
sWGA, y en forma débil con WGA (Foto
2). La lectinhistoquimica permitio de-
mostrar material acumulado en numero-
sas células que aparecian normales con
HE. Los cortes equivalentes obtenidos
de animales controles resultaron negati-
vos, al igual que los cortes control de ln
lectinhistoquimica. Los resultados se
presentan en el cuadro 2.

En la ultraestructura, las neuronas, ¢n
las diferentes localizaciones mostraban
numerosas vacuolas en el pericarion par-
ticularmente evidente en las grandes neu-
ronas del coliculo rostral (Foto 4).

DISCUSION

Las caracteristicas clinicas, histopatold-
gicas y ultraestructurales de la presente
enfermedad coincidieron con las descrip-
ciones de la bibliografia referidas a en-

Cuadro 1. Lectinas empleadas, abreviaturas, concentraciones de trabajo y reactividad especifica de cada una.

Lectina Abreviatura Concentracionmg/ml Carbohydrate specificity */
Concanavalia ensiformis Con A 30 «-D-Man; «-D-Gle
Glyeine max SBA 30 w-D-GalNAc; B-D- GalNAc; a y B-Gal
Dolichos biflorus DBA 30 w-D-GalNAc
Ulex europaeus-1 UEA-1 30 a-L-Fue
Triticum vulgaris WGA 30 B-D-GleNac >> NeuNae
WGA-succinilada sWGA 30 ([3-(1-4)-D- GlcNac)?
Arachis hypogaea PNA 10 (-D- Gal(1-3) GalNAc
Ricinus communis -1 RCA-I 30 B-D- Gal > g-D-Gal
Bandeirea simplicifolic B3S-1 30 wu-D-Gal

‘Goldstein y Hayes (13). 'Fue = Fucosa, Gal = Galactosa, GalNae = N-ncetil-galactosamina, Gle = Glucosa, GleNae = N-acetil-glucosaming; Man = Manosa,

NeuNae = deido N-acetil-neuraminico (dcido sidlico),
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Foto 1. Mcdula espinal, No se observa marcacion citoplismica, Corte
incubado con Bandeirea simplicifolia (BS-1) y contrastada con
hematoxilina de Mayer. . 200 X.
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Foto 2. Corte de médula espinal incubado con Triticum vulgaris succinilada
(sWGA) y contrastada con hematoxilina de Mayer, El pericarion
de las neuronas presenta una marcacion intensa lo que indica
reaccion con (P-(1-4)-D-N-acetil-glucosamina), 200 X.

Foto 3. Bulbo raquideo. No s¢ observa marcacion citoplismica: la
vacuolizacion del pericarion es muy evidente, Corte incubado con
Bandeirea simplicifolia (BS-1) y contrastada con hematoxilina de
Mayer. 400 X.

fermedades de sobrecarga lisosomal
(10,26,28). La reactividad del material
almacenado frente a sSWGA y WGA in-
dica la presencia de f-D-N-acetil-gluco-
samina y dcido acetil-neuraminico. La
afinidad por la Con-A indica que el ma-
terial posee también residuos de a-D-
manosa y de a-D-glucosa (6,14). El pa-
tron lectinhistoquimico observado coin-
cide con lo que ha sido descripto para
las manosidosis hereditarias o adquiri-
das en diversas especies (3,5.10).

El mecanismo involucrado en la a-mano-
sidosis es una deficiencia de a-manosi-
dasa lisosomal, una enzima que cataboli-
za varios residuos de glicoproteinas. Esa
carencia esti determinada genéticamen-
te, siendo autosomal recesiva. A conse-
cuencia de ese defecto se acumulan en
los lisosomas diversos oligosaciridos con
alto contenido de manosa (7.19,21).

Con respecto a la f-manosidosis, la de-
ficiencia congénita de J-manosidasa re-
sulta en ¢l acumulo de disacdridos y tri-
sacdridos con residuos terminales de f3-
manosa unidos a N-acetil-glucosamina
(20,23).

Como ya fue mencionado, la a—manosi-
dosis hereditaria ha sido descripta en
bovinos Aberdeen Angus, y puede llegar
a presentarse en cualquier lugar en don-
de se crie esa raza (21); por técnicas de
genética molecular se ha comprobado una
alta incidencia de ese defecto en hetero-
cigosis (22). En consecuencia, es proba-
ble que se trate de una a-manosidosis, la
forma de mds frecuente presentacion en
bovinos. Debemos remarcar la existen-
cia de animales Salers en el rodeo de cru-
zamientos y, como ya fue mencionado,
la f-manosidosis ha sido identificada en
esa raza (20), No obstante, nuestros re-
sultados coinciden con ¢l patron lectin-
histoquimico observado por Alroy y col,
en la a-manosidosis de diversas espe-
cies, incluyendo al bovino (1).

La a-manosidosis ha sido considerada
una enfermedad de importancia econd-
mica en bovinos, a tal punto que en Nue-
va Zelanda y en Australia se desarrolla-
ron programas de control basados en la
identificacion de animales Angus vy
Murray Grey heterocigotas mediante la
deteccion de a-manosidosidasa plasma-
tica (15,19). Con respecto a la }-mano-
sidosis, su control ha sido implementa-
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pericarion. Nicleo (N). Barra = | pm

Cuadro 2. Intensidad de marcacion del material intralisosomal con cada lectina en
terneros afectados y en terncros normales*®

sWGA WGA  UEA-I

LECTINA
PNA RCA-I

SBA DBA ConA BS-I

Neuwronas|3 (0)" 3 (1)  0-2 (0)

0 (0)

0-1(0) 0-2(0) 0-1 (0)3 (1) 0(0)

*Los resultados de los cortes de terneros normales, empleados como control, se consig-
nan entre paréntesis.'Los nimeros indican la intensidad de coloracion en una escala
subjetiva, 0; negativa, 1: débil, 2: marcada, 3: muy intensa.

do en Australia, Nueva Zelanda y Amé-
rica del Norte (17).

La identificacion de esta afeccion en va-
cunos del Uruguay implica la existencia
del defecto genético y la posibilidad con-
creta que ese fenotipo se manifieste oca-
sionalmente. Este trabajo deberia alertar
a colegas y autoridades para la identifi-
cacion de nuevos casos y, eventualmen-
te, iniciar estudios que permitan esta-
blecer su importancia para la ganaderia
nacional,
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