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Collagen type I and III quantification in hearts from bovines with secondary copper deficiency
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RESUMEN

La deficiencia de cobre es una de las carencias minerales mas extendidas en los bovinos de nuestro
pais. Una de las manifestaciones de esta deficiencia es la enfermedad de las caidas, caracterizada por
lesiones en el corazdn, que derivan en una insuficiencia cardiaca. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar si se producian modificaciones en la cantidad de colageno tipo [ y tipo Il en el tejido conectivo
del corazén de bovinos con deficiencia secundaria de cobre. Se trabaj6 con tacos de parafina de muestras
de miocardio de 18 novillos Holando Argentino, divididos en 2 grupos (control y deficiente). Los
cortes fueron coloreados con la técnica de picrosirius red y examinados bajo luz polarizada, a fin de
discriminar las fibras de colageno tipo I de las fibras de colageno tipo III. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos para el porcentaje de coldgeno tipo I (p = 0,7409) y
tipo I1I (p = 0,5227), ni para la relacién entre ambos coladgenos (p = 0,9623). Es probable que el tiempo de
deficiencia transcurrido en este caso no haya sido suficiente para inducir alteraciones en las cantidades
de fibras coldgenas I y Il en los animales del grupo deficiente.
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SUMMARY

Copperdeficiencyisanimportantdisease of cattle in our country. One manifestation of copper deficiency
is falling disease, characterized by heart lesions that lead to heart failure. The aim of this work was to
study if there were any changes in the amount of collagen type I and type III in the connective tissue
of the heart in cattle with secondary copper deficiency. Paraffin blocks from 18 myocardial samples
of 18 Holando Argentino calves, divided into 2 groups (control group and deficient group), were used.
Sections were colored with the picrosirius red technique, and examined under polarized light, in
order to discriminated type I collagen fibers from type III collagen fibers. No statistically significant
differences were found between the two groups for the percentage of collagen type I (p = 0.7409) and
type 111 (p = 0.5227), nor for the relation between both collagens (p = 0.9623). It is probable that the
deficiency was not extended enough to induce alterations in the amount of type I and type III collagen

fibers of the Cu-deficient bovines.
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INTRODUCCION

La deficiencia de cobre (Cu), conocida
como hipocuprosis, es una de las carencias
minerales méas frecuentes en el mundo!*y unade
las méas extendidas en nuestro pais'?, que afecta
principalmente a bovinos en sistemas de tipo
extensivos. Puede afectar a distintas categorias,
produciendo signologia clinica variable, ya que
interviene en numerosos procesos biolégicos
como cofactor de varias enzimas denominadas
cupro-enzimas. Los primeros reportes datan
del afio 1929, donde en Australia Occidental se
dio a conocer una enfermedad bajo el nombre
de “mal de las caidas”, llamada asi ya que el
ganado afectado moria en forma subita debido
a una falla cardiaca aguda, como consecuencia
de una fibrosis miocardica®. Afilos mas tarde se
identific6 en ensayos experimentales en ratones
que la deficiencia de Cu generaba alteraciones
enlos colagenos tipo I, [11y IV de las membranas
basales (MBs) cardiacas®. Es importante
destacar que la mayoria de las investigaciones
sobre la relaciéon entre deficiencia de Cu y
lesiones cardiacas se realizaron principalmente
en animales de laboratorio. Esto impulsé
a nuestro grupo de trabajo, que habia
desarrollado un modelo experimental de
induccién de deficiencia de Cu en bovinos!’, a
llevar adelante investigaciones sobre los efectos
de la deficiencia a nivel cardiaco. En estas
investigaciones se observd que en el corazén de

los bovinos con deficiencia de Cu disminuy¢ la
actividad de las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), ciclo oxigenasa (COX)'" y lisil oxidasa
(LOX)'3, y se produjo un aumento del estrés
oxidativo. Entre las alteraciones morfoldgicas
del miocardio se identificaron alteraciones
mitocondriales con microscopia electrénica,
como tumefacciéon, formaciéon de crestas y
fusién de las mitocondrias, y un aumento en la
cantidad de tejido conectivo y en el espesor de
las MBs!!, con microscopia éptica.

La técnica histoquimica de picrosirius
red esun método especificoparalaidentificacion
de fibras colagenas, que adoptan una tincién de
color rojo. Con el empleo de luz polarizada es
posible discriminar entre las fibras de colageno
tipo 1 y tipo III, bajo el fundamento de la
birrefringencia y de la anisotropia de las fibras
colagenas’. Cuando la luz golpea a un material
anisotropico, se refracta en dos rayos que viajan
a diferentes velocidades y con direcciones
de vibracién orientadas a 90° entre si. El
picrosorius red es una molécula birrefringente
alargada y cuando se une al colageno se orienta
en paralelo a las fibras; esto ayuda a amplificar
la birrefringencia'*. Gowda y col.® sostienen que
las fibras de colageno tipo I son fibras gruesas,
fuertemente birrefringentes, y eso hace que se
vean de color amarillas o rojas, mientras que
las fibras de colageno tipo III son delgadas,
débilmente birrefringentes y por eso se ven de
color verde.
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El objetivo del presente trabajo fue
estudiar si se produjeron modificaciones en la
cantidad de colageno tipo I y tipo III en el tejido
conectivo del corazén de bovinos con deficiencia
secundaria de Cu.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon muestras de miocardio
del ventriculo derecho (VD) provenientes
de 18 terneros machos, Holando Argentino,
pertenecientes a dos ensayos consecutivos
similares realizados en la Catedra de Patologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad de Buenos Aires. Ambos ensayos
habfan sido aprobados oportunamente por
el comité de ética de la Facultad (CICUAL). En
cada ensayo los animales fueron divididos en
dos grupos (control y deficiente). La confeccidon
de los grupos, la dieta recibida y los valores
de Cu en plasma e higado de cada grupo al
comienzo y al final de cada ensayo fueron
descriptos oportunamente!!. Resumidamente,
se dividieron a los animales en dos grupos
(control y deficiente) segun el peso y los niveles
hepaticos de Cu. Los animales del grupo control
(n = 9) recibieron una dieta base suplementada
con 9 mg Cu/kg materia seca (MS) como sulfato
de Cu; mientras que el grupo deficiente (n = 9)
recibi6 la dieta base suplementada con 11 mg
molibdeno/kg MS como molibdato de sodio,
para alcanzar una relaciéon Cu/Mo de 1:3,y 3 g
azufre/kg de MS como sulfato de sodio. La dieta
base contenia 3,8 mg Cu/kg MS; 0,4 g Mo/kg MS
y 0,4 g S/kg MS. Los animales tenian acceso libre
al agua de bebida. Los valores de Cu hepatico al
inicio de los ensayos fueron de 851,8 + 165,9
ug/g MS para el grupo controly de 829,4 +201,3
ug/g MS para el grupo deficiente; mientras que
los valores de Cu plasmatico fueron de 89,5 + 8,1
ug/dl para el grupo control y de 84,7 + 9,7 pg/dl
para el grupo deficiente. Al finalizar los ensayos,
los valores de Cu hepatico fueron de 182,6 *
71,1 ug/g MS para el grupo control y de 6,3 *
1,1 ug/g MS para el grupo deficiente; mientras
que los valores de Cu plasmatico fueron de 67,9
+ 13 pg/dl para el grupo control y de 23,7 + 6,2
pg/dl para el grupo deficiente.

Para la identificacion de fibras colagenas
de tipo I y de tipo III se realiz6 la técnica de
picrosirius red (Direct Red 80, Biotechnologies,

SantaCruz, USA) bajoluzpolarizada’. Seutilizaron
tacos de parafina de los cuales se obtuvieron
cortes de 5 p de espesor. Los cortes fueron
desparafinados e hidratados. Luego se colocaron
en hematoxilina de Weigert (Hematoxilina
Férrica de Weigert, Biopack, Buenos Aires,
Argentina) por 10 minutos. A continuacidn,
fueron sumergidos en la Soluciéon A (Sirius red
en solucién sobresaturada de acido picrico) por
una hora y luego lavados con la Solucién B (acido
acético al 0,5 % en solucidn acuosa). Finalmente,
se deshidrataron, se aclararon con 2 pasajes en
xilol (10 minutos cada uno) y se montaron con
medios sintéticos.

A partir de los cortes tefiidos y bajo la
luz polarizada, se evaluaron a ciego 6 imagenes
a 100X por cada animal. Luego se procedid
a cuantificar el tejido conectivo mediante el
software Fiji Image ], para lo cual se cambié la
imagen a tipo HSB, para luego descomponerla en
3 canales (brillo, saturacién y matiz). Se trabajo
sobre el canal de brillo, en el cual se seleccion6
un area de interés a través de distintos filtros
para hacerla mas especifica. Dicho trabajo se
realiz6 por separado para cada colageno. Con
cada seleccion se calculd el area que ocupaba
cada uno de los colagenos con respecto al area
total evaluada en cada imagen de cada animal,
obteniéndose un valor promedio por animal.

Los datos obtenidos de los porcentajes
de cada tipo de colageno con la técnica de
picrosirius red fueron comparados entre ambos
grupos utilizando un test t de Student, previa
verificacion del supuesto de normalidad de las
variables en estudio con la prueba de Shapiro
Wilk. El nivel de significaciéon establecido para
ambos test fue del 95 %. Para estos andlisis se
empled el programa Statistix 8.0.

RESULTADOS

En el grupo control la proporcion de
colageno tipo I con respecto al area total fue de
2,19 *+ 1,24 %, mientras que el grupo deficiente
mostr6 valores de 2,04 * 0,67 % (Grafico 1).
Para el colageno tipo I1I, el grupo control exhibid
valores de 0,52 + 0,35 % y el grupo deficiente
de 0,61 + 0,21 % (Grafico 1). En cuanto a la
relacion entre el colageno tipo I1I/I en el grupo
control fue de 0,24 y en el grupo deficiente fue
de 0,30 (Grafico 2). No se observaron diferencias
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estadisticamente significativas entre los dos
grupos (control y deficiente) para el porcentaje
de colageno tipo I (p = 0,7409) y tipo III (p
= 0,5227), ni para la relaciéon entre ambos
colagenos (p = 0,9623).

Las imagenes 1 y 2 corresponden a la
tincién de picrosirius red de animales del grupo
control y deficiente, respectivamente, sin luz
polarizada, con luz polarizada y con el andlisis
del programa Fiji Image ].

Grafico 1: Proporcién de coldgeno tipo I y tipo III en ventriculo derecho.

Grafico 2: Relacion de colageno tipo I1I/1 en ventriculo derecho.
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Imagen 1. Imagen de un corte de ventriculo derecho del animal 41 del grupo control tefiido con picrosirius red
(100X). A. Microscopia éptica comun. B. Con luz polarizada. Nétese las coloraciones roja y amarilla (coldgeno tipo I)
y verde (colageno tipo III). C. Imagen obtenida por el software Fiji Image J.
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Imagen 2. Imagen de un corte de ventriculo derecho del animal 35 del grupo deficiente tefiido con picrosirius red
(100X). A. Microscopia 6ptica comun. B. Con luz polarizada. Notese las coloraciones roja y amarilla (colageno tipo I)
y verde (colageno tipo III). C. Imagen obtenida por el software Fiji Image ].
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DISCUSION

El grupo de investigacién de la Catedra de
Patologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad de Buenos Aires reportd, en
investigaciones anteriores, un mayor depdsito
de tejido conectivo y alteraciones en las MBs
del miocardio de bovinos con deficiencia de
Cu, atribuible al estrés oxidativo que sufrieron
las células a causa de una disminucién de la
actividad de las enzimas COX, SOD!'y LOX™.
Estos hallazgos plantearon nuevos interrogantes,
que abrieron el camino a futuras investigaciones.

En este trabajo se empled la técnica
histoquimica de picrosirius red bajo luz
polarizada, con el objetivo de estudiar si existian
diferencias en la cantidad de fibras colagenas
de tipo I y tipo III en el corazén de bovinos con
deficiencia secundaria de Cu, considerando que
frente a un proceso de reparacion del tejido se
produce un aumento de ambos coldgenos.

La muerte de las células miocardicas
suele ser el evento inicial para el desarrollo
de la respuesta de reparacion por fibrosis
debido a la activacién de sefiales fibrogénicas
en el miocardio®, siendo reemplazadas
principalmente, como mencionamos
anteriormente, por fibras de colageno tipoly
tipo Ill para preservarlaintegridad estructural
del tejido!’. El proceso de reparacién de un
tejido consta de una fase temprana y una
fase tardia. Durante la fase temprana hay un
aumento de la sintesis de colageno tipo III3?,
siendo mayor la proporcién de este tipo de
coldgeno con respecto al tipo [, mientras que
en la fase tardia esa proporcion se invierte. En
ensayos experimentales en corazones de ratas
con deficiencia de Cu se obtuvo una mayor
proporcién de colageno tipo IIl y una mayor
cantidad de la fraccion extraible con pepsina
de dicho coldgeno (esta fracciéon es soluble
y pertenece al colageno recién sintetizado);
sin embargo, no se obtuvieron diferencias
significativas en el colageno total entre ambos
grupos*'®. Otros ensayos experimentales
similaresenratasdeficientesde Curealizaronla
técnica de inmunohistoquimica? para colageno
tipolytipolllenmusculoesqueléticoy cardiaco,
en los cuales observaron ligeras diferencias en
la marcacion de las muestras provenientes de
animales deficientes de Cu, pero las mismas

no fueron estadisticamente significativas.
Vadlamudi y col.'® trabajaron con miocardio de
cerdos deficientesde Cu,endonde encontraron
que la proporciéon de colageno tipo Il era entre
un 25a40 % masaltaenel grupo deficiente con
respecto al grupo control.

Para poder entender los hallazgos
de las diferentes investigaciones es
primordial conocer las diferentes fases
que transcurren durante una deficiencia
mineral. Segin Suttle!® una deficiencia
mineral consta de 4 fases, donde cada una
de ellas se caracteriza por sufrir distintos
cambios bioquimicos que conducen a la
aparicién de los signos clinicos. Las fases
son deplecién, deficiencia, disfuncién
enzimdtica y, por ultimo, enfermedad. La
primera fase de deplecion de la deficiencia
de Cu se produce cuando el aporte mineral
en la dieta no cubre los requerimientos de
Cu del organismo, lo que obliga al animal
a utilizar el Cu almacenado en el higado
para poder cubrirlos. La inica manifestacién
durante esta etapa es la disminucion de los
valores de Cu hepaticos. Durante la segunda
fase de deficiencia las reservas hepaticas
disminuyen drasticamente y no pueden
mantener los niveles de Cu normales en
sangre (mayores a 60 pg/dl), por lo que
esta etapa se caracteriza por bajos valores
de Cu en plasma o suero. Durante la fase
de disfunciéon enzimatica, la reduccién del
aporte de Cu a los tejidos, consecuencia
de los bajo niveles plasmaticos, conduce a
una disminucién de la funcionalidad de las
enzimas Cu-dependientes, lo cual culmina
con la aparicion de signos clinicos propios de
la enfermedad (cuarta fase). Es importante
remarcar que los signos clinicos no aparecen
todos al mismo tiempo, sino que se dan de
forma gradual, debido a que la disminucién de
la actividad de las enzimas Cu-dependientes
sucede a distintas velocidades, dependiendo
de la vida media de la enzima afectada. Por
ejemplo, la acromotriquia, que es la pérdida
de color del pelo por fallas en la actividad
de la enzima tirosinasa, es el signo clinico
mas precoz de la hipocuprosis y, durante el
desarrollo de nuestros ensayos, se manifestd
enlos bovinos del grupo deficiente alrededor
de los ojos.
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Si bien en el presente trabajo se observo
un ligero incremento de colageno tipo III en
el grupo deficiente, la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre ambos
grupos posiblemente se haya debido a un periodo
de deficiencia insuficiente. Es un hecho que los
bovinos pertenecientes al grupo deficiente de Cu
se encontraban cursando la fase de disfuncién
enzimatica, dada la disminucién de la actividad
de las enzimas COX, SOD'!'y LOX'3 en el miocardio,
y la apariciéon de acromotriquia periocular en
varios animales. Sin embargo, es probable que
esta disfuncion de las enzimas miocardicas aun
no hubiera tenido consecuencias graves para
las células miocardicas y, por lo tanto, no se
hubiese desencadenado todavia un proceso de
reparacién evidente.

CONCLUSION

La ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de coldgenos tipo 1y
tipo II1, y en la relacién entre ambos en el miocardio
de bovinos con y sin deficiencia de Cu, podria
deberse a un periodo de deficiencia insuficiente. Se
deberian realizar nuevos estudios experimentales,
con un tiempo de deficiencia superior, o estudios a
campo utilizando muestras de corazén obtenidas
en frigorificos, pertenecientes a bovinos adultos que
provengan de zonas del pais con deficiencia de Cu,
que permitan corroborar esta hipotesis.
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