Aportes al conocimiento de la patogenia de la calcinosis
enzodtica en rumiantes*

RESUMEN
INTRODUCCION

La calcinosis enzodtica de los bovinos es causada por una intoxicacion ve-
getal crénica. Esta enfermedad, bien conocida en la Argentina, Brasil, Paraguay
y Uruguay, ha recibido distintas denominaciones: “enteque ossificans”,
“bichoquera”, “guata-i” (de! guarani: caminar corto), “espichamento”,
“espichagdo”, y mas corrientemente “enteque seco”.

Cuadros similares se han descripto en diversas regiones del mundo afec-
tando a animales en pastoreo. En todos ellos, la deposicién de sales de calcio
en los tejidos blandos, se acompana de un severo deterioro fisico con deprecia-
cion de las reses. Hasta el momento se han encontrado cinco plantas que
inducen calcinosis sistémica por intoxicacion crénica: Solanum glaucophylium,
Cestrum diurnum, Solanum torvum, Trisetum flavescens y Nierembergia veitchii.

El principal vegetal calcinogénico, reconocido por el momento en Sud Amé-
rica, es el vulgarmente llamado “duraznillo blanco”, también conocido en ciertas
areas como “i-byra-né”, “palo-né”, “yuyo hediondo de! agua” o “palc hediondo”.
El "duraznillo blanco” fue descripto por primera vez en 1829 por Desfontaines
bajo la denominacién de Solanum glaucophyllum. Posteriormente recibié dis-
tintas denominaciones: S. malacoxylon por Sendtner, S. glaucum por Dunal, S.
glaucescens por Baile y S. glaucofrutescens por Larrafiaga. El nombre original y
al que nos remitiremos es, en consecuencia, Solanum glaucophyllum (Sg).

El Sg es muy poco apetitoso y los animales usualmente no lo ingieren. No
obstante, en periodos de sequia, los animales ingieren especialmente brotes
tiernos u hojas caidas y mezcladas con la pastura. Tan sélo 12 gramos semana-
les de hojas de duraznillo durante 4 meses, alcanzan para reproducir la enfer-
medad en un bovino de 300 Kg; un vacuno que ingiera 50 hojas por dia se
presentara clinicamente enfermo en 8 a 10 semanas.

El Sg tiene distintos metabolitos de la vitamina D, especialmente cantidades
enormes de 1,25(0OH),D, unido a un glicésido.

Los vacunos clinicamente afectados presentan un avanzado estado de ca-
quexia, con atrofia muscular y atrofia serosa de la grasa. La inspeccion del
cadaver revela calcificaciones extensas en el sistema circulatorio, pulmones,
serosas, tendones y ligamentos. En casos avanzados se presentan lesiones
de desgaste y ulceracion en los cartilagos articulares. Las lesiones microscopi-
cas consisten, basicamente, en areas de mineralizacidon, von Kossa positivas,
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en una masa de polisacaridos. En las arterias, los focos de calcificacion se
presentan en la capa media, con fragmentacion de fibras elasticas. En casos
avanzados pueden observarse proliferacion conjuntiva subendotelial y
metaplasias conjuntivas con formacion de células condroides.

El diagndstico clinico de esta afeccion es relativamente sencillo: los signos
clinicos y los hallazgos de necropsia son caracteristicos. Ademas, la enferme-
dad hace su aparicidén en verano y otono, especialmente en épocas de sequia y
siempre en potreros “entecadores”. En casos subclinicos y para un correcto
diagnéstico diferencial, resulta util la determinacion de los valores séricos de
calcio y fésforo, especialmente combinando los valores de ambos (se conside-
ra que el valor normal del producto de calcemia por fosfatemia es de 60). No
obstante es un método que adolece de imprecisiones y existen problemas para
el diagndstico temprano de la enfermedad y ocasionalmente para el diagnésti-
co diferencial.

Asimismo, se han intentado dosar los niveles séricos de 1,25(0OH),D, como
elemento diagndstico, pero sus valores aumentan y disminuyen rapidamente
después de la administracion de Solanum glaucophyllum. La cuantificacion de
diferentes productos originados por la accion de los receptores de vitamina D
(VDR) podria tener valor en el diagnéstico certero y temprano de la enfermedad.
En ese sentido, se podria intentar la determinacion de osteocalcina (OC),
osteonectina (ON), osteopontina (OP), involucrina (INV) y de otras proteinas in-
ducidas por el efecto de la vitamina D, en la diferenciacion celular en distintos
tejidos. OC, OP y ON son parte de las llamadas proteinas no-colagenas del
hueso (“non-collagenous bone proteins”). En condiciones normales,éstas solo
se encuentran en tejido 6seo y son importantes en el proceso normal de osifica-
cion. La INV, por su parte, es una proteina que se expresa, en las capas superio-
res de la epidermis normal. La lista no se agota con las sustancias menciona-
das, ya que los productos de los elementos que responden a los receptores de
vitamina D (VDRE) son numerosos.

El objetivo principal del proyecto fué determinar la expresion de marcadores
celulares, tisulares y sanguineos normales y evaluar las modificaciones obser-
vadas en la intoxicacion de bovinos con Sg.

METODOS Y RESULTADOS

Se estudiaron cortes histologicos de piel de vaquillonas intoxicadas experi-
mentalmente con Sg y de animales normales. Se analizaron marcadores de
diferenciacion y de proliferacién (citoqueratinas 10 and 11: CK10 - 11, involucrina:
INV y antigeno nuclear de proliferacion celular: PCNA) mediante técnicas
inmuohistoquimicas. Los tejidos tefidos mediante dichas técnicas fueron estu-
diados mediante un analizador digital de imagenes y los resultados interpreta-
dos estadisticamente.

Los vacunos intoxicados mostraron una disminucion estadisticamente sig-
nificativa del espesor de la epidermis debido a la disminucion del nimero de
capas celulares, atrofia cuali y cuantitativa de glandulas sebaceas y sudoriparas
y cambios en los foliculos pilosos (transformacién de foliculos de la fase de
anagén a fase de telogén). La intensidad y distribucién de los marcadores de
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diferenciacién analizados se modificaron profundamente por efectos de la in-
toxicacion con Sg. Los marcadores CK10 — 11 e INV se presentaron en las
capas suprabasales de los controles, mientras que en los animales intoxicados
se expresaron en todas las capas. La inmunoreactividad a PCNA fue profusa en
la capa germinativa de la epidermis, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y
glandulas sudoriparas.

Se realizaron estudios inmunohistoquimicos y de microscopia electrénica
en aortas y pulmones de ovejas intoxicadas espontaneamente por Nierembergia
veitchii y en conejos intoxicados experimentalmente con Sg. Se marcaron “in
situ” condroitin sulfato (CS) y las tres proteinas éseas no-colagenas antes men-
cionadas: OC, ON y OP. Las alteraciones ultraestructurales detectadas en aortas
y pulmones consistieron en activacion de fibroblastos intersticiales y profundas
modificaciones en las células musculares lisas (SMCs). Estas ultimas mostra-
ron un incremento del reticulo endoplasmico rugoso y en el numero de
mitocondrias y de ribosomas libres. Las miofibrillas decrecieron drasticamente.
En los animales experimentales aumentd la matriz extracelular y se presentaron
precipitaciones de calcio en forma de agregados amorfos o laminares. Se en-
contraron cristales de calcio en macrofagos y en células gigantes
multinucleadas. Las proteinas OC, ON y OP se detectaron, mediante técnicas
inmunohistoquimicas, en el citoplasma de macréfagos activados, SMCs modi-
ficadas y en la matriz extracelular. EI CS fue detectado solamente en el cartilago
de los bronquios.

El sistema colageno y elastico fueron estudiados cuantitativamente en aortas
de vacunos intoxicados con Sg y animales controles. La identificacion de las
fibras de colageno fue realizada mediante coloracién con la técnica de Picrosirius
y observaciéon microscopica con luz polarizada. El sistema de fibras elasticas
fue analizado en tres cortes secuenciales con cada una de los siguientes méto-
dos: Verhoeff's para demostrar fibras elasticas maduras, Weigert's resorcina-
fucsina para demostrar fibras eulaninicas (que contienen menos elastina) y
Weigert's resorcina - fucsina para fibras oxitalanicas. Mediante el método del
Picrosirius fue posible diferenciar dos tipos de fibras colagenas: delgadas, ver-
des y débilmente birrefringentes, caracteristicas de fibras de reticulina, y fasci-
culos gruesos rojo — amarillentos caracteristicos de las fibras colagenas. Las
fibras de colageno, presentes en un 20% en los animales controles descendie-
ron a menos de 4 % luego de 8 semanas de intoxicacion. Las fibras de reticulina
fluctuaron entre un 2,38 % en los controles y 1,41 % en los intoxicados. Con
respecto a las fibras elasticas (positivas a Verhoeff), se observé una caida signi-
ficativa después de 15 dias de intoxicacién. Las fibras oxitalanicas disminuye-
ron después de 30 dias de intoxicacion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La aparicion de trastornos cutaneos, caracterizados por pelaje desordenado
y falto de brillo se asocia con la calcinosis enzodtica desde fines del siglo X!X. No
obstante, no hemos encontrado descripciones histolégicas de la piel en
animales afectados por hipervitaminosis D. Nuestros estudios indican que la
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intoxicacion con Sg induce atrofia de distintas estructuras de la piel. La expre-
sién de INVy CK 10 y 11 en todas las capas de la epidermis, incluso en la capa
germinativa, estd de acuerdo con lo esperado segun los efectos que ejerce el
1,25(0H),D, sobre la diferenciacion celular. La division celular, se presento re-
ducida, aun cuando ese dato no fue estadisticamente significativo. Los resulta-
dos indican que la atrofia de la epidermis es el resultado de un incremento en la
velocidad del proceso de diferenciacion de los queratinocitos suprabasales.

La diferenciacidon de células mesenquimaticas a tejido cartilaginoso u éseo,
es una caracteristica repetidamente comunicada en la histopatologia de la
calcinosis enzodtica. Los cambios de las SMCs han sido directamente atribui-
dos al efecto del 1,25(0OH),D,. Se ha demostrado que las células
mesenquimaticas de aorta y pulmén segregan OC, ON y OP al espacio
extracelular. La expresion de estas proteinas es inducida por efecto del
1,25(0OH),D, sobre genes que especificamente responden a la vitamina D. La
mencionadas proteinas o0seas no - colagenas juegan un rol fundamental en el
proceso de diferenciacién, activacién celular y mineralizacion de tejidos duros.
No obstante, existen muy pocos estudios referidos a la participacion de esas
proteinas en calcificaciones patoldgicas.

Se ha demostrado, asimismo, que en la pared de la aorta se produce una
reduccién de colageno con respecto a las fibras de reticulina y una disminucién
de fibras de elastina a medida que avanza la intoxicacidon con Sg. Estudios
recientes indican que el 1,25(0OH),D, desregula (down regulates) la sintesis de
colageno tipo | y de tropoelastina. En consecuencia, los cambios observados en
la aorta de animales intoxicados con Sg pueden ser atribuidos al efecto de los
altos niveles de 1,25(0OH),D,. La disminucion de colageno y elastina puede
estar también relacionada con el depdsito de proteinas dseas no - colagenas y
de proteoglicanos.

Estos resultados también demuestran que la intoxicacion con Sg genera
alteraciones estructurales y funcionales del sistema inmune y de las células
relacionadas con el mismo, aspecto este totalmente desconocido hasta el mo-
mento.

Los resultados del presente estudio indican que la diferenciacién celular
juega un rol central en la aparicion de las lesiones caracteristicas de la calcinosis
enzodtica. Resulta también evidente que quedan ain muchos aspectos desco-
nocidos en la patogenia de este trastorno.
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