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RESUMEN
Deteccion de amiloidosis reactiva secundaria en bovinos sacrificados en el

rastro municipal de Aguascalientes
Cedillo-Padilla ME, Meléndez-Soto RM, de Luna-Lépez MC, Ortiz-Martinez R,
Guerrero-Barrera AL, Medina-Esparza LE.
La amiloidosis es un trastorno poco conocido presente en humanos y animales,
resultado del depdsito de proteinas fibrilares con plegamiento defectuoso debido a
un incremento de hojas 3 plegadas en su estructura secundaria. Ha sido asociado
a enfermedades neurodegenerativas y pridnicas. Uno de sus tipos es la amiloidosis
sistémica (AA), que puede derivarse de procesos inflamatorios crénicos. La
enfermedad comienza con el depdsito de amiloide en rifidén, pero también puede

extenderse a higado, bazo, nédulos linfaticos, piel e intestinos.

Existe evidencia, tanto natural como experimental, sobre la transmision de este
trastorno entre individuos de la misma especie e inter-especie por diversas vias
cuando existe una sobreexpresion de amiloide sérico debido a un estimulo

inflamatorio o transgénesis.

En las especies empleadas para consumo humano la amiloidosis es relevante en
los bovinos, pues su incidencia puede alcanzar de un 1.2% a un 5.5% en Japon.

Con todo lo anterior, y tomando en cuenta que el consumo de proteina animal en
México ha aumentado en los Ultimos afios, se presume que existe riesgo por el
consumo de los productos procedentes del bovino, por lo que resulta importante
conocer la existencia del trastorno en los animales que se sacrifican en la region y

favorecer la inocuidad alimentaria.
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Se tomaron muestras de tejido de 101 animales para ser procesadas mediante
técnicas histologicas (tincion Rojo Congo, hematoxilina-eosina y tricréimca de
Masson) para detectar la presencia de amiloidosis.

Se encontro un 12.9% (13/101) de animales presuntivamente positivos a amiloide,
por lo que existe riego de desarrollar el trastorno si se consumen dichos productos

carnicos de la region y coexiste una enfermedad inflamatoria cronica.

Palabras clave: amiloidosis, proteinas, transmision, inocuidad alimentaria.
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ABSTRACT
Detection of secondary reactive amyloidosis in slaughtered cattle in the

municipal trail of Aguascalientes
Cedillo-Padilla ME, Meléndez-Soto RM, de Luna-Lépez MC, Ortiz-Martinez R,
Guerrero-Barrera AL, Medina-Esparza LE.
Amyloidosis is a little known disorder present in humans and animals, resulting from
the deposition of fibrillar proteins with defective folding due to an increase of folded
B sheets in their secondary structure. It has been associated with neurodegenerative
and prion diseases. One of its types is systemic amyloidosis (AA), which can be
derived from chronic inflammatory processes. The disease begins with the
deposition of amyloid in the kidney, but it can also spread to the liver, spleen, lymph
nodes, skin and intestines.
There is evidence, both natural and experimental, about the transmission of this
disorder between individuals of the same species and inter-species through various
routes when there is an overexpression of serum amyloid due to an inflammatory
stimulus or transgenesis.
In the species used for human consumption, amyloidosis is relevant in cattle, as its
incidence can reach 1.2% to 5.5% in Japan.
With all the above, and taking into account that the consumption of meat protein in
Mexico has increased in recent years, it is presumed that there is risk for the
consumption of such meat products from cattle, so it is important to know the
existence of the disorder in animals that are slaughtered in the region and promote
food safety.
Tissue samples were taken from 101 animals to be processed by histological
techniques (Congo red stain, hematoxylin-eosin and Masson's trichromic stain) to
detect the presence of amyloidosis.
It was found a 12.9% (13/101) of animals presumptively positive to amyloid, so there
is a risk to develop the disorder if consumed such meat products in the region and
coexists a chronic inflammatory disease

Keywords: amyloidosis, proteins, transmission, food safety
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INTRODUCCION

Las proteinas se encuentran en cada célula y tejido de cualquier ser vivo y hay una
estrecha relacion entre alteraciones patologicas y cambios en su estructura. Varias
proteinas estructurales fibrilares se encuentran en las células y espacio extracelular
(Torres y Ali, 2014; Raven et al., 2014).

Cada proteina tiene forma y funcion Unicas. Si cambian ciertos factores como la
temperatura, el pH o si esta expuesta a sustancias quimicas, las interacciones
moleculares entre los amino&cidos que las componen pueden alterarse, provocando
gue se pierda su estructura y funcidn caracteristicas y se convierta en una simple
cadena de aminoacidos, a la que se conoce como estructura primaria. Cuando esto

ocurre, se ha desnaturalizado y ya no es funcional (Raven et al., 2014).

En algunas proteinas, la desnaturalizacion puede revertirse (Torres y Ali, 2014),
existen estudios en lo que se ha demostrado que algunas proteinas pueden volver
a plegarse después la desnaturalizacién. Puesto que las proteinas pueden pasar
por si mismas de una forma no estructurada a una plegada, sus secuencias de
aminoécidos deben contener toda la informacion necesaria para el plegamiento; sin
embargo, no todas las proteinas son capaces de hacerlo y la manera en que se
pliegan normalmente en una célula parece ser complicado. Uno de los sistemas de
control del plegamiento son las chaperonas moleculares (Macarulla y Goiii, 1994;
Lee y Tsai 2005).

Cuando las proteinas comienzan a plegarse de forma defectuosa se desencadenan
desérdenes o enfermedades de diferente indole, algunas de ellas se caracterizan
por la presencia de agregados de proteinas especificas mal conformadas, en
regiones definidas del organismo, que genéricamente se conocen como amiloide
(Murakami et al., 2014; Hirschfield 2004; Buxbaum 2006). Ejemplos de lo anterior lo
constituyen la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, las enfermedades ocasionadas
por priones, la amiloidosis asociada a dialisis renal cronica, la amiloidosis derivada

de las cadenas ligeras y la polineuropatia familiar.
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Aunque hay muchos factores asociados a ellas, como el envejecimiento, la
presencia de ciertos genes y también de enfermedades concomitantes, existe
evidencia de que uno de los componentes puede ser de tipo infeccioso, tanto intra

como inter- especie, y por dicha razon requieren ser estudiados.

Dado que la amiloidosis AA (amiloidosis sistémica) es una complicacion que
incrementa el riesgo de mortalidad en personas con enfermedades cronicas
inflamatorias como artritis y tuberculosis, estos pacientes en riesgo deben evitar la
ingestion de alimentos que pudieran contener amiloide, razén por la cual se realizo
el siguiente estudio, ya que para garantizar la inocuidad alimentaria, se requiere
informacion detallada sobre este trastorno en los animales que se utilizan para el

consumo humano, como los bovinos.

El siguiente documento presenta los datos mas importantes de la amiloidosis, desde
sus antecedentes, patogenia, diagnostico, caracteristicas en animales (bovino) y en
el hombre, asi como su tratamiento. Ademas, se muestran los objetivos particulares
del proyecto realizado, asi como los procedimientos llevados a cabo, los resultados
obtenidos y las discusiones correspondientes; todo lo anterior organizado en

capitulos.
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CAPITULO |

1.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A diferencia de lo que se consideraba hasta hace algunos afios y que visualizaba la
amiloidosis como un trastorno degenerativo y poco frecuente, hoy en dia existe
evidencia que indica que no solo su frecuencia va en aumento, sino que ademas
puede transmitirse entre individuos de una misma especie y de especies distintas
(Cui et al., 2002; Puig et al., 2014)

De manera experimental se ha inducido por medio de diferentes vias y en distintas
especies (bovinos, aves y algunos roedores), y se ha observado que puede ocurrir
de manera espontanea si se mantiene el requisito de una situacion inflamatoria

cronica y una predisposicion genética para el desarrollo de esta condicion.

En las especies empleadas para consumo humano la amiloidosis es relevante en
los bovinos, ya que su incidencia puede alcanzar de un 1.2% a un 5.5% de los
animales que llegan al matadero en otros paises como Japon. Afecta érganos
comestibles (higado, sistema digestivo y musculo esquelético) y puede presentarse
de manera subclinica (Fujinaga 1990; Tojo et al., 2004; Yoshida et al., 2009).

Asi como en las enfermedades prionicas, la amiloidosis puede transmitirse de
diferentes maneras; por via oral, intravenosa, intraperitoneal y por medio de
trasplantes de érganos. El material es muy resistente a tratamientos fisicos (altas
temperaturas y rayos UV) y quimicos (desinfectantes comunes, proteasas y
detergentes). Se requiere un tratamiento seco de 5 minutos a una temperatura de
entre 600° y 1000° C para poder destruir este tipo de proteinas (Lépez Herrera et
al., 2002; Westermark et al., 2009).

Segun el diario “El Economista” en su version del 26 de febrero del 2019 afirma que

el consumo de proteina carnica en México ha aumentado en los ultimos afos.
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El consumo anual de la carne en México, asciende a 65 kilos por persona, sefial6
la presidenta del Consejo Mexicano de la Carne (Comecarne), Carla Suarez Flores.
En el marco de la Expo Carne y Lacteos 2019 que se celebra en Monterrey, Nuevo
Ledn, resaltdé que en el 2018 se registr6 un aumento del 3.7% en el consumo de

carne en el pais, en relacién con las cifras del 2017 (El economista, 2019).

Con todo lo anterior, se presume que existe riesgo por el consumo de dichos
productos carnicos procedentes del bovino, por lo que resulta importante conocer la
existencia del trastorno en los animales que se sacrifican en la region y favorecer la

inocuidad alimentaria.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Si bien la amiloidosis se conoce desde hace cientos de afos so6lo en las ultimas
décadas ha llegado a estudiarse con méas profundidad (Gertz et al., 2013). Virchow
acufo el término de amiloidosis en 1854 debido a su afinidad con la tincion con
yodo, muy similar a las de material extracelular vegetal como el almidon.
Posteriormente, en 1859 Fiedreich y Kekulé descubrieron su naturaleza proteica y
en la segunda mitad del siglo XX se descubrio el papel de los glicosaminoglicanos,
el heparan sulfato y/o condroitin sulfato en la composicion del amiloide (Macarulla 'y
Gofii, 1994).

A continuacién, se muestran acontecimientos importantes referentes a esta
enfermedad (Tabla 1).

Tabla 1. Principales acontecimientos histéricos con relacion a la amiloidosis

Afo Acontecimiento

1639 Se realiz6 lo que se presume es la primera descripcion general de
amiloidosis.

1772 Descripcién de Scrapie.

1842 Primer reporte anatomopatoldgico de amiloidosis.

1854 Se acufia el término amiloidosis.

1859 Se conoce la naturaleza proteica del amiloide.

1922 Se describe la tincion Rojo Congo como método diagndstico.

1959 Descripcion del Kuru (Enfermedad prionica)

1959 Descripcién del amiloide a través del microscopio 6ptico por Cohen.

1966 Se describe su morfologia estructural, determinando un tamafio de
7.5 a 10 nm con una capa hidrofdbica.
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1971 Primera propuesta de la patogenia.

1971 Primera secuencia proteica de amiloide.

1971 Benditt y Eriksen proponen un sistema de nomenclatura para los

diferentes tipos de amiloidosis.

1973 Wrighted utiliza el permanganato de potasio como método

diagnostico para diferenciar AA de no AA.

1980 Glenner emplea el término “beta-fibrosis” para describir
enfermedades amiloidéticas pero no es aceptado.
Se estudian y describen enfermedades cerebrales encontrando las

mismas fibras caracteristicas del Alzheimer humano.

1983 Prusiner confirma la utilidad de la tincion Rojo Congo como método
diagnoéstico en hamster con Scrapie experimental.

1999 Se aisla amiloide de glandula mamaria y leche bovina.

2001 McDonald aisla fibrillas amiloides de origen bovino, demostrando una

sola banda de reaccion cruzada correspondiente a amiloide-A3 en

Suero.

AA= Amiloidosis sistémica.
(Nizhnikov et al. 2015; Gruys, 2004).

2.2 ESTRUCTURA DEL AMILOIODE Y CLASIFICACION

La amiloidosis es un grupo de enfermedades caracterizadas por una acumulacion
focal, sistétmica o generalizada de proteinas con plegamiento defectuoso en
organos y tejidos de animales y humanos. La sustancia amiloide esta conformada
basicamente por la proteina fibrilar amiloide (la que diferencia amiloidosis AA de
AL), el componente P (comin a todas las variedades de amiloidosis),
glicosaminoglicanos, mucopolisacaridos y oligoelementos como el calcio (Panqueva
y Rodriguez, 1986; Ménsua et al., 2003; Gonzalez et al. 2009).
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El componente P tiene su origen del componente P plasmatico que es una
glucoproteina de sintesis hepatica. Se desconoce su funcion en la patogenia de la
enfermedad, aunque se le atribuye su papel como facilitador de la formacion del
deposito y acumulo de las proteinas fibrilares. (Gonzalez et al. 2009; Contreras,
2001).

Independientemente de su naturaleza quimica, las fibrillas insolubles de amiloide
comparten una naturaleza ultraestructural caracteristica rigida, no ramificada,
aproximadamente con un diametro de 7.5 a 10 nm con una longitud no determinada
y un ndcleo hidrofébico. La observacion al microscopio electrénico revelé un giro
superficial y dos protofibrillas. Estudios posteriores de difraccion de rayos X y
espectroscopia infrarroja describieron patrones acordes con hojas B plegadas
antiparalelas como estructura molecular del AA'y el AL (Sipe et al., 2014).

Se han identificado variedad de proteinas amiloidogénicas, 28 en humanos y mas
de 15 en animales, las cuales en condiciones normales son inofensivas y solubles.
Estas tienen secuencias no relacionadas, pero pueden polimerizar en fibras que
tienen una apariencia ultraestructural similar, rica en hojas B plegadas (Baker y
Race, 2012; Woldesmekel, 2012; Murakami et al., 2014).

Existe evidencia que afirma que alrededor de 30 diferentes especies de mamiferos
(incluyendo al humano) son susceptibles a la enfermedad como es el caso de los
perros Sharpei y los gatos Abisinios; ademas de otros animales domésticos y
salvajes (Jakob, 1971).

La amiloidosis ha sido asociada a la presencia de procesos inflamatorios crénicos y
a la acumulacion de proteinas de la fase aguda de la inflamacién. Su presentacion
mas comun involucra algunas visceras, tejido conectivo y vasos sanguineos, siendo
el rifién el principal 6rgano afectado (Woldemeskel, 2012; Boyce et al., 1984).
Existe suficiente evidencia, tanto natural (guepardos, gallindceas y murinos) como
experimental, sobre la posibilidad de transmision de este trastorno entre individuos
de la misma especie e inter-especie cuando existe una sobre-expresion de amiloide
sérico A (SAA) debido a un estimulo inflamatorio o transgénesis ( Jakob, 1971,
Boyce et al.,, 1984; Taniyama et al., 2000; Cui et al 2002; Kim et al., 2005;
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Shrasburg et al., 2005; Tojo et al., 2005; Yoshida et al., 2009; Murakami et al., 2014
Maeda et al., 2016).

Cientificos de varios laboratorios en el mundo, han demostrado que los depdsitos
de proteinas que se observan en la enfermedad del Alzheimer pueden ser inducidos
en animales de laboratorio inyectandoles en el cerebro o en el abdomen extracto de

tejido cerebral de pacientes que murieron de Alzheimer (Zaunmuktane et al., 2015)

Con el paso del tiempo y el avance en el conocimiento de la estructura amiloide,
han ido evolucionando los criterios para la clasificacion de la enfermedad,
inicialmente se basaba en parametros eminentemente clinicos, tales como la
frecuencia de dafio de diversos 6rganos o la existencia o ausencia de enfermedad
asociada (Ignaczak, 1981; Gorevic, 1981). Reimann et al., en el afio de 1935
clasificaban 4 formas de amiloidosis: primaria, secundaria, asociada al mieloma

multiple y una forma nodular localizada.

La amiloidosis primaria no presentaba ninguna enfermedad relacionada, afectando
principalmente tejidos mesenquimatosos como el corazon, lengua, tracto
gastrointestinal, pulmén, tanel carpiano y musculo esquelético (Reimann et al.,
1935).

La forma secundaria, se relacionaba con la presencia de enfermedades
neoplasicas, inflamatorias o infecciosas cronicas, presentando mayor frecuencia en
tejidos parenquimatosos como higado, rifibn, bazo y glandulas suprarrenales
(Reimann et al., 1935).

En la forma asociada al mieloma multiple, la distribucién de los depdsitos era igual
a la de la amiloidosis primaria, pero esta asociada a una discrasia de células
plasmaticas. Por ultimo, la forma nodular localizada afectaba a un sélo 6rgano, sin

evidencia de afeccion generalizada (Ignaczak, 1981).

En la actualidad, la amiloidosis se clasifica segun dos criterios: la distribucion del

amiloide y la proteina fibrilar que lo constituye (Gonzalez A. et al., 2009). Para
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nombrarla, se planteé un sistema en el cual se designa con la letra A (amiloide) y
una o mas letras de acuerdo con la naturaleza quimica del mismo en forma

abreviada.

La amiloidosis que involucra varios tejidos y érganos en el cuerpo se conoce como
amiloidosis sistémica y de acuerdo con su naturaleza se puede clasificar en

amiloidosis AL, amiloidosis AA o amiloidosis familiar.

La segunda A de AA se deriva de una proteina de la fase aguda de la inflamacion,
el amiloide sérico A (SAA), que es una lipoproteina de alta densidad.
La segunda letra de AL se deriva de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas
monoclonales (Sipe et al., 2014).

Cuando el amiloide esta confinado en un area determinada del cuerpo, se conoce
como amiloidosis localizada, cuando se encuentra en mas de un tejido se conoce

como amiloidosis sistémica (Sipe et al., 2014).

2.2.1 AMILOIDOSIS PRIMARIA

Es la forma de amiloidosis mas diagndsticada y representa un 85% de todos los
casos en paises desarrollados. La mayor prevalencia se presenta en el sexo
masculino, en personas mayores de 40 afos y se ha observado una supervivencia
de 10 afios (Alvarez, et al., 2005).

El trastorno comienza en médula O0sea, donde las células plasmaticas producen
inmunoglobulinas en gran cantidad (Gertz et al., 2013).

En la amiloidosis AL se fabrica un exceso de cadenas ligeras mal plegadas y no
ensambladas. Estas no pueden degradarse, se unen y comienzan a formar fibras
amiloides acumulandose en el espacio extracelular de érganos y tejidos, por lo que

el funcionamiento de éstos se ve afectado. Se incluye dentro de esta enfermedad a
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la amiloidosis asociada al mieloma multiple (MM) o a otras enfermedades de células
plasmaticas como los linfomas (Gertz et al., 2013; Gonzalez et al. 2009).

Se han encontrado y descrito varias alteraciones cromosomicas en células
plasmaticas de la médula 6sea, incluyendo trisomia de los cromosomas 7, 9, 11, 18
y X asociadas a amiloidosis (Alvarez, et al., 2005).

Los principales 6rganos afectados son el rifién (en un 50% de los casos), corazon,
higado, bazo, nervios, intestino, piel, lengua y vasos sanguineos (Gertz et al., 2013).
La hepatomegalia se observa en el 50% de los pacientes y la esplenomegalia en el
10%. También se han encontrado lesiones en conductos auditivos, vulva, pubis y
cara palmar de los dedos. Estas alteraciones cutaneo-mucosas y de partes blandas
representan del 21 al 40% de los casos y son las que pueden orientar el diagndstico
por ser visibles (Alvarez, et al., 2005).

También en especies animales se han descrito casos de amiloidosis localizada. En
los caballos, pueden encontrarse amiloidomas oculares, nasales y cutaneos, entre
otros (Kim et al., 2005).

2.2.2 AMILOIDOSIS SECUNDARIA

La amiloidosis AA (secundaria, reactiva o adquirida) es aquella que se produce
como complicacion de una enfermedad inflamatoria crénica, entre las que destaca
las enfermedades de origen reumatoldgico (artritis reumatoide, espondilitis
anquilopoyética, artritis psoriasica), la fiebre mediterranea familiar, la enfermedad
inflamatoria intestinal, asi como infecciones de tipo cronico (tuberculosis,
osteomielitis).

Otras causas responsables de su desarrollo y en muchas ocasiones infravaloradas,
son las tumoraciones benignas. Algunas de estas entidades, también tendran
capacidad de actuar como estimulo responsable de la formacién de estas proteinas,

gue finalmente se depositaran en diferentes tejidos del organismo.
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Este tipo de amiloidosis ocurre cuando aumenta la concentracion en sangre de una
proteina denominada amiloide sérico A que es sintetizada en los hepatocitos. Esta
proteina aumenta cuando existe una respuesta inflamatoria. Cuando el paciente
tiene alguna infeccidén o inflamacién por seis meses 0 mas corre mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad. Se incluye dentro de este grupo a la amiloidosis asociada
a la fiebre mediterranea familiar (Gertz et al., 2013; Gonzalez et al. 2009).

La fiebre mediterranea familiar, también llamada poliserositis familiar paroxistica es
una enfermedad de caracter hereditario con una forma de transmision autosomica
recesiva, caracterizada por episodios recurrentes y breves de fiebre y dolor por
inflamacion de una o varias serosas (peritoneo, pleura, pericardio, sinovial o tunica
vaginal del testiculo). La amiloidosis es su complicacion mas importante y suele ser
la principal causa de muerte en los casos en que se presenta (Buades et al., 2001).
Por lo general tanto en humanos como en animales la enfermedad comienza con el
depdsito de amiloide en rifion (en zona medular en el caso de los gatos y glomerular
en otras especies), pero el higado, el bazo, nédulos linfaticos, piel e intestinos
también se ven afectados (Gertz et al., 2013; DiBartola, 1992).

Esta forma de amiloidosis tiene mal pronéstico, ya que depende principalmente de
la enfermedad subyacente y cursa con una evolucién fatal que suele terminar con
insuficiencia renal (Alvarez et al., 2005).

En el caso de los animales, ha sido descrita en especies salvajes como los
guepardos y domésticas como los bovinos y los caballos (Jakob, 1971; Bouda et al.,
1997; Martinez et al., 2001; Kim et al., 2005; Woldesmekel, 2012; Murakami et al.,
2014).
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2.2.3 PATOGENIA DE AMILOIDOSIS SECUNDARIA.

Existen hasta el momento cinco diferentes propuestas sobre la formacion de
cuerpos amiloides, sus precursores y la forma en la que éstos se depositan
(Martinez y et al., 2001; Blancas y Ramirez, 2013; Woldemeskel, 2012; Boyce et al.,
1984).

e Mediante la propagacion de cambios conformacionales que ocasionan la
agregacion de amiloide, sirviendo como una plantilla molecular para el
plegado y agregacion adicional de otras proteinas normales, donde no se ha
observado sobreproduccion ni protedlisis (por ejemplo, enfermedades por

priones; Prusiner, 1989).

e Lafalla enlos procesos proteoliticos de la proteina mal plegada que conduce
a la acumulacioén del precursor propenso a la agregacion sin sobreproduccion
del precursor, en muchos casos debido a mutaciones en la proteina
precursora o la proteasa (por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer; Haass
et al., 1991).

e Las mutaciones que hacen que la proteina sea cinética Yy/o
termodinamicamente inestable aumentando asi la cantidad de proteinas mal
plegadas; favoreciendo su agregacion en un proceso energéticamente
favorable (Serag et al., 2001; Laidman et al., 2006).

e La sobreproduccion del precursor de la proteina amiloide (SAA) por la
cantidad anormal de la poblacion de células secretoras da como resultado
altos niveles de proteina circulante en torrente sanguineo que puede superar
el control de la calidad de la proteina extracelular y el sistema de degradacion
(Gass et al., 2004; Wilson et al., 2008).
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e La ultima propuesta aceptada por los investigadores habla de la pérdida de
la interaccion que estabiliza a una proteina por un mecanismo mediado por
chaperonas, haciendo imposible la reparacion o destruccion; o bien cuando
las chaperonas son deficientes trayendo consecuencias variadas sobre la
homeostasis proteica (Martinez y et al., 2001; Macario, 2005; Blancas y
Ramirez, 2013).

Ademas, el sistema ubiquitina-proteosoma es fundamental para mantener el
recambio proteico en los diferentes 6rganos y, en la amiloidosis, se produce una

falla en este nivel (Rodriguez y Méndez, 2018).

Se postula una fase llamada pre-amiloide (formacion de cuerpos amiloides y de sus
precursores), donde se desencadena un proceso llamado respuesta de la fase
aguda de la inflamacién. Esta es una reaccion que se produce tanto en animales
como en humanos ante una respuesta a dafios o cambios en la homeostasis
causada por infeccién, dafio tisular, crecimiento neoplasico o desordenes
inmunoldgicos (Kushner et al., 1981).

Inicia con la liberacion de citocinas como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TFN-a). Estas son liberadas por monocitos y
macrofagos en el sitio de dafio (Martinez et al., 2001). Su aumento en el torrente
sanguineo comenzara con el estimulo de la respuesta de la fase aguda en el higado
(Martinez et al., 2001). Esta fase se caracteriza por fiebre, incremento de la
permeabilidad vascular y en general un aumento de los procesos metabdlicos (Loos,
2005).

Las principales causas que pueden provocar una respuesta de fase aguda tanto en
animales como en humanos son: inflamacion aguda y croénica, infecciones
bacterianas, viricas y problemas parasitarios, endotoxemia, intervenciones
quirdrgicas, traumatismos, quemaduras, procesos tumorales, infecciones

neonatales, gestacion y estrés.
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Durante esta fase de respuesta se produce una variacion en la concentracion de
diferentes proteinas presentes en el plasma sanguineo, denominadas proteinas de
fase aguda, como la haptoglobina, proteina C reactiva, amiloide A sérico (aumenta
aproximadamente 8 horas tras el inicio de la respuesta de fase aguda),
ceruloplasmina, alfa 1-glicoproteina acida y el fibrinbgeno (Guibarra y Lliulli, 2011).
Actualmente existen diversos estudios que comprueban que la cuantificacion de la
concentracion de éstas puede proporcionar una valiosa informacion para el
diagnostico de diversas enfermedades (Eckersall, 2000).

Adicionalmente, SAA es mas sensible a inflamaciones leves, y por lo tanto sirve
para distinguir infecciones virales de bacterianas. El analisis de SAA esta disponible

en caballo, perro, gato y ganado vacuno.

Esta respuesta tiene diferentes funciones, entre las que destacan: a) proporcionar
energia y sustratos al organismo, b) evitar transferir metabolitos necesarios para los
patdgenos y c) limitar el dafio que causan éstos y asi poder eliminar el tejido dafiado

y restaurar el tejido sano.

Se conocen también, otros dos factores implicados en la formacioén del cuerpo
amiloide, el factor favorecedor de la amiloidosis (FVA), glucoproteina capaz de
inducir amiloidosis experimental de manera rapida, y el factor degradante de
amiloide (FDA), capaz de degradar la proteina AA en agar, cuya traduccion

fisiol6gica es la elastasa leucocitaria (Gonzalez et al., 2009).

2.3 ENFERMEDADES PRIONICAS: PATOGENIA ANALOGA A LA
AMILOIDOSIS

Las enfermedades pridnicas son de caracter neurodegenerativo, con curso fatal,

tanto en animales como humanos. Los signos clinicos incluyen la pérdida de la
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coordinacion motora y demencia en etapas avanzadas. Su transmision ocurre de
manera horizontal y vertical, pero se ha observado también predisposicion genética
(Pacifico y Galotta, 2002; Barashi et al., 2013).

Los priones estan compuestos solamente por proteinas y no contienen material
genético propio. De la misma forma que el amiloide, se producen por el plegamiento
erroneo de una proteina prion codificada por el huésped (PrP) y su acumulacion.
La PrP puede existir como una proteina prion celular normal designada como PrPC
y un conformador plegado patdgeno designado como PrPSc (Pacifico y Galotta,
2002; Fernandez-Borges et al., 2015).

Las PrPSc son infecciosas mas no contagiosas, son proteinas neurotoxicas,
transmisibles entre individuos y causantes de enfermedades neurolégicas en los
seres humanos y en una amplia gama de especies animales. Se conoce que pueden
ser transferidas de manera accidental mediante procesos quirdrgicos y médicos
(Pacifico y Galotta, 2002; Centro de Investigacion Unidad de Priones del MRC y
UCL, 2014).

Existen actualmente 16 variantes de la enfermedad, como Scrapie en los ovinos y
caprinos, la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) del visén, felina, del
ungulado, de los primates, enfermedad cronica desgastante del venado, kuru,
insomnio fatal y Creutzfeldt Jakob en los humanos, entre otras (Woldesmekel et al.,
2012).

El descubrimiento de la EEB, su transmisién hacia los humanos (variante de
Creuzfeldt Jakob) y la evidencia de 109 fallecimientos por esta causa han
estimulado la investigacion de este tipo de enfermedades, con resultados
inesperados (Pacifico y Galotta, 2002).

En histopatologia se muestra astrogliosis y vacuolizacibn o espongiosis del
citoplasma de las neuronas afectadas acompafadas por depdsitos de amiloide,
razon por la que se consideran las enfermedades prionicas como enfermedades

analogas a las amiloidosis (Pacifico y Galotta, 2002; Fernandez-Borges et al., 2015).

Segun las hipotesis establecidas, la infeccion comienza con la ingestion o

inoculacion de la proteina defectuosa (PrP), que promueve la transformacion de
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proteinas normales en proteinas anormales, disparando reacciones en cadena
(Pacifico y Galotta, 2002; Barashi et al., 2013; Fernandez-Borges et al., 2015).

Se conoce como neuroinvasion a la migracion desde el sitio de inoculacién, desde
el sistema digestivo hasta el sistema nervioso central. Esto es posible porque estas
proteinas, al igual que el amiloide, son resistentes a las proteasas. La interrupcion
de este proceso constituye la principal medida terapéutica (Pacifico y Galotta, 2002).

La proteina anormal atraviesa intestino por medio de las placas de Peyer, en donde
las células linfaticas fagocitan al prion, y lo transportan a otros 6rganos, donde se
replicara la isoforma anormal de proteina. En seguida avanza por flujo axoplasmico
retrogrado hasta alcanzar la médula espinal y finalmente el encéfalo.

Este proceso dependerd de los linfocitos B, cuya principal funcion es el
mantenimiento de las células dendriticas del bazo y los linfonodos (Pacifico y
Galotta, 2002).

Se conoce a su vez, la transmision por medio de transfusiones sanguineas, en las
gue la isoforma anormal ya no tiene que pasar por sistema digestivo, si no que migra
directamente al sistema nervioso central (Pacifico y Galotta, 2002; Barashi et al.,
2013; Fernandez-Borges et al., 2015).

2.4 DIAGNOSTICO DE AMILOIDOSIS

El diagnostico se basa principalmente en la sospecha clinica y la identificacion de
cuerpo amiloide en cualquier tejido. En la actualidad la histopatologia es la prueba
mas utilizada por su sensibilidad y especificidad. EI amiloide puede observarse con
hematoxilina-eosina (HE), e identificarse por ser un material amorfo, eosinofilico,
con apariencia hialina y homogénea.

La tincidon con Rojo Congo (RC) se considera la técnica estandar para la deteccion
de amiloide, tiene una sensibilidad de entre el 54% y el 82% y una especificidad del

100% para la detecciéon de amiloide, produciendo una coloracion rojo ladrillo; esta
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técnica adquiere un color verde manzana llamado birrefringencia verde (la
presencia de birrefringencia verde manzana es obligatoria para este diagnostico en
algunos estudios) al observarse con microscopio de luz polarizada (Sen y Basdemir,
2003; Hazenberg et al., 2004; Alvarez et al., 2005; Herrera y Piken, 2006; Piken,
2007; Mora, 2011; Bowen et al., 2012; Woldemeskel et al., 2012).

La sensibilidad varia segun el tejido, la médula 6sea tiene una sensibilidad del 63%,
rifién, higado y corazon del 87% al 98% vy el recto del 69% al 97% (Bowen et al.,
2012).

En la actualidad, se han encontrado limitaciones en el uso de esta técnica, pues se
ha demostrado que no es confiable en todos los casos, en particular con una
cantidad minima de amiloide (Cooper, 1969; Linke, 2000; Sen y Basdemir, 2003)

También se ha observado que para que el colorante Rojo Congo se una al amiloide
se necesita que le tejido tenga un espesor de 8 ym (micras) para demostrar la
birrefringencia (Elghetany et al., 1989). Por lo que, si solo se basa en la
birrefringencia para el diagnéstico de esta condicion, algunos casos podrian

tomarse como falsos negativos.

Klatskin, hace ya méas de 40 afos, dudé de la especificidad de la tincion Rojo Congo;
encontrando que existian focos de birrefringencia verde en los tejidos conectivos
del higado y otros 6érganos en condiciones normales tanto en el hombre como en la
rata, por lo que se aconseja emplear técnicas de tincibn complementarias como la
mancha de Verhoff para tejido elastico, la tincién tricrdimca de Masson para el tejido
conectivo y la fibrina, o la tincién con acido de Schiff periddica para uromodulina. En
cada caso, las secciones de tejido de 4 a 10 um de espesor son indispensables para

una correcta pigmentacion.

La tincion tricromica de Masson fue descrita en 1929 en un reporte titulado Some
histological methods. Trichrome stainings and their preliminary technique, en el que
realizo tinciones de tejido conectivo, resaltando la coloracion azul del colageno y la
coloracién roja de la fibra muscular del musculo esquelético. Es una tincién especial
gue permite observar definidamente fibras de colageno tipo | que forman fibras

gruesas o haces, disefiados para dar resistencia los tejidos (Greenwald et al., 2004).
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Para aumentar la deteccion de amiloide, se han utilizado métodos alternativos,
incluida la tincion inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra componentes
amiloides variables o el examen de cortes de tejido tefiidos con rojo de congo
mediante microscopia fluorescente.

Se ha demostrado que la tincion Rojo Congo combinada con la inmunohistoquimica

es mas sensibles que solo emplear la técnica de Rojo Congo (Linke et al., 1995).

Algunas de las limitaciones del método inmunohistoquimico pueden incluir la
disponibilidad de anticuerpos y la posibilidad de resultados negativos en casos con
cantidades muy pequefias de amiloide (Linke et al., 1995).

Existe una técnica alternativa llamada método del permanganato de potasio para
diferenciar amiloidosis localizada de amiloidosis sistémica, en la que se somete al
tejido colocado en la laminilla a una solucion de permanganato de potasio al 5%
previo a la tincion con Rojo Congo, siendo los depdsitos de amiloide AA sensibles
a esta técnica, provocando asi que pierdan la capacidad de tefiirse ( Rijswijk y
Heusden, 1979; Alvarez et al.,2005; Matsuura et al., 2017).

En la actualidad el empleo de inmunoperoxidasa suele ser lo mas especifico para
distinguir entre los diferentes tipos de amiloidosis utilizando antisueros marcados
contra los distintos tipos de proteinas: anti-AA, anti-cadenas ligeras, anti-pre
albumina, anti-beta-2-microglobulina, etc. Medina et al., (2015), obtuvieron que este

método diagnastico tiene una sensibilidad del 75% para distinguir el tipo de amiloide.
Ademas de lo anterior mencionado, se han empleado otros métodos

complementarios para el diagnéstico. Algunos de ellos no tan especificos ni

sensibles, pudiendo dar falsos positivos. Estos métodos son los siguientes:
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Medicion por método enzimatico de la creatinina C en orina

Medicién de proteinas totales en orina

Medicion de la proteina sérica A utilizando la técnica ELISA (ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas)

Espectrofotometria de masas con el 88% de sensibilidad y el 96% de especificidad
(Medina et al., 2015).

Resonancia magnética nuclear; que permite estudiar la estructura, las interacciones

y la dinamica de las proteinas (Amero, 2014).

2.4.1 UBICACION DEL AMILOIDE EN ALGUNOS TEJIDOS

En el rinidbn se observan depdsitos amiloides principalmente en el glomérulo
(mayormente en zona mesangial y paredes capilares), aunque existe evidencia
sobre la existencia de amiloidosis renal principalmente en zona medular. La
distribucion de las lesiones puede ser irregular en el glomérulo y entre glomérulos,
pero, en enfermedad avanzada, de larga evolucion, suelen estar mas homogéneas,
la afectacion renal puede oscilar entre proteinuria leve y nefrosis (Sen y Sarsik,
2010; Gaffney et al., 2016).

Los tubulos suelen mostrar cambios inespecificos, aunque en algunos casos hay
engrosamiento de las membranas basales por depdésitos, mas en tubulos distales y
asa de Henle. Excepcionalmente los depdsitos pueden ser predominantes en
tubulos. En algunos casos hay cilindros intratubulares que pueden mostrar las
propiedades tintoriales del Rojo Congo. En intersticio suelen detectarse depdsitos
irregulares, focales, que a veces forman masas en la médula.

Los vasos sanguineos también pueden tener depdsitos de variable intensidad y
extension, pueden comprometer arterias de todos los tamafos y venas; mas
frecuentemente afectan arciformes y lobulillares. En algunos casos, principalmente

en amiloidosis AL, los depdsitos arteriales pueden ser predominantes, con escasez
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0 ausencia de depositos glomerulares. La insuficiencia renal progresiva con o sin
proteinuria deberia considerarse siempre dentro del diagndstico diferencial (Esteve
et al., 2006; Sen y Sarsik, 2010).

En el higado, los depdésitos de amiloide pueden observarse entre las columnas de
hepatocitos y en la pared sinusoidal del espacio de Disse, aquellos sufren un grado
variable de compresion. Las mas afectadas son las areas portales y medio zonales
(Gamarra et al., 1999).

En el intestino delgado, los depésitos suelen ubicarse alrededor de los vasos
sanguineos, lamina propia, submucosa y capa muscular, presentando una
distribucion difusa (Sen y Sarsik, 2010; Jungienger et al., 2015; Woldemeskel, 2012;
Boyce et al., 1984).

En los nédulos linfaticos, los depdsitos suelen ser escasos y difusos, asi como

irregulares, afectando la mayor parte del parénquima (Cruz, 2009).

2.5 TRATAMIENTO

Los tratamientos disponibles dependen del tipo de amiloidosis y los 6érganos que se
vean involucrados, ademas del proceso infeccioso y la edad del individuo (Gertz et
al., 2013).

Por lo general se lleva como proceso de dos partes: controlar los sintomas para
mejorar la calidad de vida y eliminar la causa del suministro elevado de proteinas
para mejorar la funcion de los érganos (Gertz et al., 2013).

Existen a su vez tres enfoques para interrumpir la formacion y el depésito de
proteinas. El mas comun se centra en interferir con los precursores que producen
su sintesis; el segundo utiliza farmacoterapia para estabilizar la estructura de las
células precursoras y el tercero se basa en atacar los depdsitos amiloides.

En la actualidad, se ha descrito el uso de propdleo, vitamina E y curcumina en

roedores como tratamiento preventivo del depdsito de amiloide, teniendo resultados
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positivos, ayudando también a reducir el estrés oxidativo y la deposicion de

transtirretina (Harata et al., 2018).

Para la amiloidosis AL, el tratamiento se centra en interrumpir el crecimiento de los
plasmocitos, por lo que se utiliza el melfaldn en combinacion con dexametasona y
el uso de quimioterapia con trasplante de células madre, aunque no todos los
pacientes pueden tolerar este tratamiento intensivo por los efectos secundarios que
produce (Gertz et al., 2013).

Para la amiloidosis AA se busca tratar la afeccion inflamatoria o infecciosa cronica.
Actualmente se estudia un farmaco llamado Eprodisato (Kiacta ®) que inhibe la
formacion de fibras amiloides, ya que evita que el amiloide sérico interactie y se
una a otras moléculas que faciliten el mal plegamiento y el depdsito. Se espera se
pueda llegar a utilizar al comprobar su eficacia (Gertz et al., 2013).

Amero (2014), encontré que la molécula activa del té verde llamada epigalato
reduce la formacion de las fibras amiloides in vitro, lo cual podria ser un punto de
partida para el desarrollo de nuevos farmacos.

A su vez, Gutiérrez et al., (2014), estan estudiando biomateriales que tengan la
capacidad de favorecer la recuperacion tanto funcional como estructural de los
tejidos dafados a partir de céndilos de bovino, de los que se extrae una matriz
colagénica que permiten la proliferacién de las células dafiadas.

En el caso de las enfermedades pridnicas, se ha descrito la capacidad del Rojo
Congo como un agente capaz de interferir con la finalizacion de la conversion de las

proteinas normales en patégenas (Caspi et al., 1997).

2.6 AMILOIDOSIS EN ANIMALES

La amiloidosis AA es la forma mas comun en los animales domésticos. Esta
asociada con procesos inflamatorios cronicos o enfermedades neoplasicas

(discrasia no inmunocitica), o puede considerarse idiopatica cuando no se
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encuentra una enfermedad subyacente. Esta forma de amiloidosis se produce por
mas de 15 proteinas amiloidogénicas y mas de 8 diferentes precursores, aunque el
amiloide A sérico es el mas comun (Ménsua et al., 2003).

Se deriva de una proteina de la fase aguda de la inflamacion, que es una
apolipoproteina de alta densidad (HDL), clases 2 y 3 (Ménsua et al., 2003).

Se forma principalmente en el higado mediante la estimulacion de las interleucinas
1y 6 (IL-1, IL-6) citoquinas proinflamatorias que actian como precursor para inducir
y estabilizar la conversion de las proteinas monoméricas nativas en las formas
patogenas (Ménsua et al., 2003).

Existe evidencia tanto espontanea, natural, experimental y clinica de la transmision
de esta enfermedad, conocidas hasta el momento la via oral, incluyendo foie gras,
intravenosa e intraperitoneal en mas de 30 mamiferos y en todos los animales
vertebrados e invertebrados en los que se ha estudiado (Jakob, 1971; Gewurz et
al., 1995; Cui et al., 2002; Puig et al., 2014).

La mayor parte de los reportes han sido en caballos, ganado vacuno y en perros
Shrpaei y con menor frecuencia en gatos Abisinios, ovejas, roedores, hamsters,
guepardos, aves, monos, cerdos, tigres siberianos, gacela dorca, gacela de
montafia, zorro y anatides (Jakob, 1971; Sipe et al., 1976; Lowell et al.,1986; Cui et
al., 2002; Liu et al., 2007; Puig et al., 2014; Gaffney, 2016).

Gaffney et al., (2016), estudiaron un grupo de 321 zorros y detectaron distintos
factores de riesgo para la existencia de amiloidosis AA, de los cuales los mas
importantes fueron la edad, el lugar en el que vivieron (libertad o cautiverio) y la
presencia de enfermedad renal.3333

Cabe sefialar que la evidencia existente no s6lo demuestra la transmision entre
animales de la misma especie, sino también inter-especie (Jakob, 1971; Cui et al.,
2002; Puig et al., 2014).

Se presenta con anormalidades hematologicas como trombocitopenia, incremento
en la hemoglobina, leucocitosis, neutrofilia, linfopenia, hiperglicemia, hipocalcemia,
hipoproteinemia, hipoalbuminemia e hipoglobulinemia (Kim et al., 2005).

En la siguiente tabla (Tabla 2) se pueden observar algunas de las especies animales

con reporte de amiloidosis hasta el momento.
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Tabla 2. Especies animales con reporte de amiloidosis

Especie Tipo de evidencia Origen
Gato abisinio Natural Genético e infeccioso (pielonefritis)
Bovino Natural Infeccioso-inflamatorio (mastitis,
endocarditis, artritis, bronconeumonia,
abscesos pulmonares, gastroenteritis,
colitis, perihepatitis, metritis,
pielonefritis, reticulitis  traumatica,
pericarditis, sinusitis  purulenta),
leucosis y tuberculosis.
Deficiencia de adhesion de leucocitos
Caballo Natural Neoplasia
Roedores Natural y Infeccioso (Mycobacterium butyricum)
experimental y metabdlico (diabetes mellitus tipo 2.
Cerdo de Experimental Infeccioso
guinea
Perro Natural Infeccioso-inflamatorio (cistitis, nefritis,
piometra, osteomielitis, gingivitis,
gastroenteritis) y leucosis.
Cheetah Natural Infeccioso-inflamatorio (gastroenteritis
linfoplasmaocitica, pielonefritis)
Insuficiencia renal
Pato Natural Genético
Ganso Natural Infeccioso (hepatitis cronica,
pielonefritis
Gallina Natural Infeccioso e Inflamatorio (artropatia)
Borrego y Natural Infeccioso-inflamatorio (abscesos,
cabra mastitis, metritis, pielonefritis,
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reticulitis  traumatica, pericarditis,
sinusitis purulenta) y tuberculosis.
Mono Natural Infeccioso e inflamatorio (osteomielitis
purulenta)
Nutria Natural Genético
Lobo Natural Genético, infeccioso (otodectes)
Zorro Natural Genético
Hiena Natural Genético
Tigre Natural Genético
Leon Natural Genético
Conejo Experimental Infeccioso
Gacela Natural Genético y ambiental

(Jakob, 1971; Sipe et al., 1976; Boyce et al., 1984, Linke et al., 1986; Seifi et al.,
1997; Taniyama et al., 2000; Cui et al 2002; Kim et al., 2005; Tojo et al., 2005;
Shrasburg et al., 2005; Liu et al., 2007; Tatalovi, 2008; Yoshida et al., 2009;
Murakami et al., 2014; Watanabe et al., 2014; Maeda et al., 2016; Gaffney, 2016).

2.6.1 AMILOIDOSIS EN BOVINOS

Existen estudios en bovinos que demuestran que las proteinas de la fase aguda se
comportan de manera diferente ante estimulos inflamatorios, ya que no se producen
en la misma cantidad. Su sintesis se da entre 6 y 8 horas después de la reaccion
inflamatoria, alcanzando un pico después de 2 a 5 dias (Jain, 1989).

En el bovino las proteinas con mayor incremento son el amiloide A sérico y la
haptoglobina, al igual que en los equinos (Martinez et al., 2001).

El amiloide A sérico es una apolipoproteina de alta densidad y con gran sensibilidad

frente a los cambios inflamatorios. Se han encontrado niveles altos de esta proteina
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en leche de animales con mastitis permitiendo determinar la gravedad de la misma
con una especificidad del 100% (Martinez et al., 2001).

Algunas de las causas del aumento de amiloide A sérico en bovinos son: infecciones
por Pasteurella haemolytica, virus respiratorio sincitial bovino, estrés fisico, cirugias,

mastitis y metritis. (Horadagoda et al., 1994).

La amiloidosis bovina es una enfermedad relativamente rara caracterizada por la
presencia de diarrea, edema generalizado, caquexia, nefromegalia, hipoproteinemia
y proteinuria. Aunque la mayoria de las ocasiones se presenta como enfermedad
subclinica, disminuye de un 10% a un 25% la produccion (Bouda et al., 1997,
Woldesmekel, 2012).

Algunos datos epidemiolégicos muestran una mayor prevalencia en vacas viejas
con procesos inflamatorios crénicos ya mencionados anteriormente, y todo proceso
gue genere un estrés; sin embargo, la etiologia no es clara. Sé6lo puede ser
diagnosticada como sindrome nefrético en etapa terminal (Martinez et al., 2001;
Murakami et al., 2014; Jakob, 1971).

La histopatologia revela severos depositos de amiloide principalmente en rifién,
pulmén, bazo, nédulos linfaticos, glandulas adrenales e higado, siendo los
principales organos afectados, aunque existe evidencia de amiloide en tracto

gastrointestinal, musculo y con menor incidencia en corazén (Woldesmekel, 2012).

El diagndstico se lleva a cabo mediante histopatologia con tincién Rojo Congo y
hematoxilina eosina; asi como con el examen post mortem y con la medicién de la
concentracion de amiloide A sérico (rango normal de 0.3 a 13.5 pg/ml) y la cantidad
de proteina excretada en orina (rango normal de 0 a 1 mg/dl; Bouda et al., 1997;
Takahashi et al., 2009; Murakami et al., 2012).
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En las especies empleadas para consumo humano la amiloidosis es relevante en
bovinos y aves ya que su incidencia en los primeros puede alcanzar de un 1.2% a
un 5.5% de los animales que llegan al matadero en paises como Japén (Tojo et al.,
2005; Yoshida et al., 2009).

Se sabe que la amiloidosis bovina se puede transmitir a distintas especies, si se
consumen tejidos con acumulos, constituye un riesgo para la salud publica (Tojo et
al., 2005; Murakami et al., 2014).

2.7 AMILOIDOSIS EN HUMANOS

De la misma manera que en los bovinos, cuando aumenta la concentracion de
amiloide sérico A, puede desarrollarse la amiloidosis en los humanos. Su
concentracion plasmética media en personas sanas es de 3 mg/L; pudiendo
aumentar a mas de 2,000 mg/L durante la respuesta de la fase aguda de la
inflamacion. Cuando el paciente tiene alguna infeccion o inflamacién por seis meses
0 mas corre mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (Laiko et al., 1998; Singh et
al., 2007; Lachmann et al., 2007).

La acumulacion de proteinas puede resultar en desdrdenes importantes, algunos
degenerativos y asociados al envejecimiento, como es el caso de la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica y la polineuropatia amiloidética
familiar (Cruz et al., 2009; Troiteiro et al., 2010).

Los principales signos clinicos son edema generalizado (principalmente en las
piernas), disnea, fatiga, adelgazamiento (40% a 70% de los casos), astenia,
adinamia, dolor abdominal, orina con espuma (proteinuria marcada), hormigueo en
manos y pies. En el 80% a 90% de los pacientes, el rifion es el principal 6érgano
afectado, aunque también el corazén, el higado y el sistema nervioso periférico, de

tal manera que las principales manifestaciones clinicas son sindrome nefrético,
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insuficiencia cardiaca y/o parestesia (Troiteiro et al., 2010; Cruz et al., 2009; Gertz
et al., 2013).

Por otra parte, no todo paciente con amiloidosis y hepatomegalia tiene amiloidosis
hepatica (solo en el 70% de los casos), puede ser cardiaca y generar el crecimiento
del higado por la congestion pasiva cronica cuando hay insuficiencia cardiaca
(Troiteiro et al., 2010).

En paises subdesarrollados existe un claro predominio en el sexo femenino (61%
mujeres vs. 39% hombres) y una elevada incidencia de amiloidosis secundaria en
relacion con amiloidosis primaria (69% AA vs. 24% de AL). El envejecimiento
progresivo de la poblacién y el aumento en el nimero de casos de enfermedades
reumatoldgicas pudiera estar relacionado con estos datos (Gonzalez et al., 2009).
Afecta a personas de diversas edades y origenes étnicos, y el riego de desarrollarla
es mayor en personas mayores de 50 afios, que sufran enfermedades inflamatorias
cronicas, y tengan antecedentes familiares de amiloidosis, mieloma mdltiple o bien
enfermedad renal que requiere de dialisis durante varios afos (Gertz et al., 2013).
Aungue para la amilodosis AL existe evidencia de un caso en donde el paciente fue
un nifio de 9 meses de edad que desarroll6 rapidamente la enfermedad y murié a

los dos meses de su diagnostico (Ochoa-Nava et al., 2017).

Es mas comun en paises en desarrollo, donde se presenta el 45% de todas las
amiloidosis sistémicas. Cada afio aproximadamente 50,000 personas se ven
afectadas en todo el mundo, sélo en Estados Unidos se diagndstican alrededor de
3,000 personas, una quinta parte de la incidencia del mieloma muiltiple y similar al
linfoma de Hodgkin o la leucemia mieloide cronica (Herrera y Picken, 2006; Picken,
2007; Gertz et al., 2013).

Se ha observado una incidencia de amiloidosis por milléon de habitantes, de 8.6
casos en Francia, 2.1 en Italia, 4.6 de AL y 12.2 de AA en Espafia (Gonzalez et al.,
2009).

En Japon, la amiloidosis renal supone un 0.5% de los pacientes que inician con

tratamiento de didlisis al afio (Gonzalez et al., 2009).
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Como ya se habia mencionado, por su cuadro clinico, puede confundirse con

enfermedades renales, cardiovasculares y pulmonares, por lo que es muy probable

que la enfermedad esté subdiagnosticada (Gertz et al., 2013).

Se ha registrado una supervivencia media de 12 a 40 meses con cuadro clinico de

fallo renal e insuficiencia cardiaca (Troiteiro et al., 2010; Blancas y Ramirez, 2013).

Debido a que las enfermedades crénicas pueden generar amiloidosis en humanos,

se muestra la siguiente tabla (Tabla 3) con algunos datos epidemiolégicos mas

importantes, para hacer énfasis en la situacion actual a nivel mundial.

Tabla 3. Principales enfermedades crénicas en humanos asociadas a la edad y a la

presencia de cuerpos amiloides.

Enfermedad Millones de Prevalencia Poblacion
personas susceptible
Alzheimer 18 a 22 8% > de 65 afos
30% > de 80 afios
Parkinson 10 3% Mas hombres que
mujeres
Esclerosis 15 0.005% Personas entre los
lateral 50 y 60 afos de
amiotrofica edad.
Polineuropatia S 0.005% Personas de entre 25
amiloidética y 35 afios de edad.
familiar
Diabetes 422 8.5% Personas con
mellitus tipo ii sobrepeso sin
actividad fisica.
Tuberculosis 10.4 10.4% Adultos y consumo
de tabaco
Artritis 46 1.2% Entre 45 y 60 afos
reumatoide de edad
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( Rodriguez y Hernandez, 2002; Pérez et al., 2007; Gonzalez et al., 2009; Maeda
et al., 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2017; Ministerio de sanidad,

consumo Yy bienestar social, 2018).
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CAPITULO Il

DISENO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

3.0 HIPOTESIS

En los bovinos sacrificados en el rastro municipal de San Francisco de los Romo

existe presencia de amiloidosis sistémica reactiva.

3.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Detectar presencia de amiloidosis reactiva secundaria en bovinos sacrificados en el
rastro Municipal de Aguascalientes, a través de cortes histolégicos de higado,
nédulo mesentérico, rifiones e intestino delgado, tefiidos con Rojo Congo,

hematoxilina-eosina y tincion tricroimca de Masson.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar hallazgos morfolégicos macroscépicos sugestivos de amiloidosis.

2. Identificar hallazgos microscopicos a traves de la tincion hematoxilina-eosina
empleando microscopio optico.

3. Detectar la presencia de amiloidosis sistémica reactiva a través de la tincion
Rojo Congo empleando microscopio de luz polarizada.

4. Describir los depdsitos de amiloide en relacion con su localizacion y de

manera cualitativa.
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Confirmar los hallazgos sugestivos de amiloidosis AA al someter las tinciones
de Rojo Congo con solucion de permanganato de potasio al 5%.

Asociar la presencia de signos clinicos y/o de hallazgos macroscopicos
sugestivas de amiloidosis con el hallazgo confirmado en el estudio
histopatologico a través de la tincion Rojo Congo.

Asociar la presencia de proteinuria con amiloidosis renal
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se llevd a cabo en la Posta Zootécnica de la Universidad
Autonoma del estado de Aguascalientes ubicada en el municipio de Jesus Maria,
cuyas coordenadas son 21°48" y 22°04 de latitud norte, los meridianos 102°15"y
102°36°de longitud oeste, con una altitud de entre 1900 y 2600 msnm, la
temperatura media anual es de 17° centigrados. La época de lluvias marca una
precipitacion media anual de 531 milimetros, y los vientos dominantes van con
direccion suroeste-noroeste en la época de verano, mientras que en el otofio los
vientos son de noreste a sureste. Cabe sefalar que este tipo de clima significa que
el municipio generalmente es caluroso mientras que en invierno tiende a ser frio y
debido a esto, las lluvias se presentan en dos periodos al afio.

La toma de muestras se realizé en el rastro Municipal de Aguascalientes, ubicado
en la calle Benito Juarez #21 en el municipio de San Francisco de los Romo.

(http://www.municipios.mx/aguascalientes/jesus-maria/).

4.2 TAMANO DE LA MUESTRA.

Para detectar la presencia de dicha enfermedad se obtuvo un tamafio de muestra
utilizando el programa estadistico Win Epi (Working in Epidemiology), empleando
un nivel de confianza del 99%, un tamafio poblacional de 14,400 animales
(informacién proporcionada por el Médico Veterinario a cargo) y una prevalencia

minina del 5% (Figura. No. 1).
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Nivel de confianza % :
Tamafio de poblacién : 14400

Prevalenciza minima esperada (%) :

Nota: Utilice el punto (.) como separador decimal

@) Volver Seguir 3

FIGURA No. 1. Ingreso de los datos para la calcular el tamafio de la muestra por
medio del programa Win Epi (Working in Epidemiology).
Con los datos anteriores se obtuvo un tamafio de muestra de 90 animales como

minimo, por lo que se procedié a tomar muestras de un total de 101 bovinos (Figura
No. 2).

M2 de infectados a detectar : 720
Tamarno de muestra necesario : a0
Fraccion de muestreo : 0.63%

(@) Volver

FIGURA No. 2. Resultado obtenido del tamafio de muestra minimo para detectar

enfermedad.

4.3 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

Se muestrearon animales sanos y enfermos en proporcion 1:1, en la medida de lo
posible, debido a que el sacrificio de animales sanos y/o enfermos varia dia a dia 'y
en distintas épocas del afio (Cuaresma y época de Feria de San Marcos), el

muestreo que se utilizo fue no estadistico, por conveniencia.

Los tejidos obtenidos fueron: rifidon, nddulo mesentérico, higado e intestino delgado
de bovino. Los animales fueron sacrificados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-033-ZO00-1995.
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Las muestras obtenidas tenian un tamafio no mayor de 3 a 4 cm3, dichos tejidos
fueron colocados en recipientes de plastico debidamente identificados, conservados
en formalina buferada (100 ml de formaldehido al 37%, 900 ml de agua destilada,
4.0 g/L de NaH2POg4, 6.5 g/L de Na2HPO4) en proporcion 10:1 y transportados al
laboratorio de Patologia diagndstica de la Posta Zootécnica en una hielera a
temperatura ambiente.

Al momento de la obtencidbn de muestras se realizO a su vez una exploracion
postmortem para registrar los hallazgos macroscopicos; éstos fueron registrados en

una encuesta epidemiologica (Anexo A).

Ademas de las muestras de tejido, se obtuvieron muestras de orina de cada bovino
directamente de la vejiga (no todos los animales contaban con orina al momento de
su faenado), se colocaron en recipientes de plastico debidamente identificadas. A
dichas muestras se le midio6 la cantidad de proteinas totales a los 5 minutos de su
recoleccion utilizando tiras reactivas de la marca DFI Cybow, multiespecie, Eurovet.
Las lecturas de las tiras reactivas fueron registradas en la encuesta epidemioldgica

mencionada anteriormente.
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4.4 ANALISIS MORFOLOGICO

4.4.1 TECNICA HISTOLOGICA PARA MICROSCOPIA OPTICA.

Las muestras fijadas en formalina buferada fueron lavadas en agua destilada,

deshidratada en diferentes concentraciones de alcohol (80%, 96% y 100%),

aclaradas en xilol e infiltradas en parafina liquida en un procesador automatico de

tejidos (Histoquinet, Leica TP 1020). El histoquinet cuenta con 12 soluciones en las

gue las muestras permanecieron 1 hora en cada una de ellas.

Agua Alcohol al _h Alcohol al _| Alcohol al
destilada 80% 96% i 96% \
Alcohol al
100 %
xilol Alcohol al Alcohol al Alcohol al
100% + 100% 100%
l Xilol 1:11
xilol
Parafina Parafina
(puntode | _ | (punto de
fusion 56° fusion 56°
centigrados) centigrados)

Terminado el proceso anteriormente mencionado, se realizaron los bloques de

parafina con la muestra incluida en ellos, utilizando un centro de embebido de
parafina (Leica EG 1150 H) y una placa fria a 33° centigrados (Leica EG 1150 C).

Con los bloques de parafina ya endurecidos se realizaron cortes histolégicos de 3
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pm de grosor usando un microtomo (Leica RM 2125 RT); posterior a este paso
fueron extendidos en un bafio de flotacién (agua caliente a 49° centigrados),
tomados en un portaobjetos y se dejaron secar durante 24 horas a temperatura

ambiente, la técnica anterior se describe a mayor profundidad en el Anexo B.

4.4.2 TECNICA PARA TINCION CON HEMATOXILINA- EOSINA.

Es uno de los principales métodos de tincion en histologia. Esta basada en dos
etapas, la primera una tincidn con un colorante basico (hematoxilina) y la segunda,
una tincién citoplasmatica por un colorante xantenico acido (eosina).

Las caracteristicas de los compuestos que la componen hacen posible observar
al microscopio optico las células individualizadas y sus ndcleos, que se tifien de

forma diferenciada (Anexo C, Prophet et al., 1994).

4.4.3 TECNICA PARA TINCION CON ROJO CONGO.

Esta tincidbn cuenta con dos teorias aceptadas explicadas a continuacion: La
molécula de Rojo Congo, dado a su tamafio de 21 amstrong, tiene un tamafio similar
al de la proteina amiloide, el cual es de 19 amstrong, el componente glucido
(asociado a la sustancia P), por lo tanto, ambas estructuras se uniran a través de
puentes de hidrégeno, entre los grupos carboxilos (COOH) de la proteina amiloide
y el grupo Amino (NH2) que se encuentra en el colorante. La segunda teoria
estudiada, nos dice que la molécula de Rojo Congo se intercala entre proteinas
adyacentes, las cuales normalmente estarian unidas por puentes de hidrégeno. La
molécula decolorante interrumpiria estas uniones, creando nuevas uniones de
puente de hidrogeno entre el colorante y la proteina, estabilizandose de esta forma.
La distancia aparente entre proteinas adyacentes seria de 4,8 amstrong (Anexo D).
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4.4.4 TECNICA PARA TINCION TRICROMICA DE MASSON

La tincidn tricromica de Masson permite visualizar claramente las fibras de colageno
tipo | que son disefladas para dar resistencia. Emplea tres colorantes: la
hematoxilina, la fucsina y el azul de anilina. Se emplea mucho en la diagnosis de
procesos tumorales. Hay muchas variantes de esta tinciobn adaptadas a las

necesidades particulares de cada laboratorio (Anexo E, Prophet et al., 1994).

Después de la elaboracion de las laminillas de cada uno de los tejidos y de haber
sido tefiidas con su respectiva técnica, se procedid a su revision utilizando
microscopio optico (Leica DM LS2) y microscopio de luz polarizada para identificar

lesiones microscoépicas relacionadas a la presencia de amiloidosis.

Se tomaron fotografias de las lesiones a través de un procesador de imagenes

(Leica DFC 320); todas las fotografias fueron obtenidas utilizando el objetivo 10x.

4.5 ANALISIS ESTADISTICO

4.5.1 VARIABLES

Las variables empleadas para la realizacién de este estudio son las siguientes:

e Resefa de los animales (raza, sexo, edad, identificacion, procedencia)

e Presencia de signos clinicos en la inspeccidon antemortem: caquexia,
edema, diarrea, etc.

e Presencia de lesiones macroscopicas asociadas a la amiloidosis:
hepatomegalia, esplenomegalia, nefromegalia, palidez de los 6rganos,

edema.
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Presencia de lesiones macroscopicas caracteristicas de procesos cronicos:
degeneracion serosa de la grasa pericardica, visibilidad de los vasos
linfaticos cardiacos, lesiones granulomatosas, etc.

Presencia de proteinuria.

Presencia de sustancia eosinofilica, hialina y amorfa compatible con
amiloide en la tincion de hematoxilina y eosina.

Presencia de material compatible con amiloide después de su tincidon con
Rojo Congo.

Presencia de birrefringencia verde en tejidos tefiidos con Rojo Congo al
observarse con microscopio de luz polarizada.

Pérdida de la congofilia para amiloidosis AA después de someter los tejidos

tefidos con Rojo Congo al permanganato de potasio al 5%.

4.5.2 ANALISIS DE PROTEINAS TOTALES

Se empled un kit para la determinacion de proteinas totales en orina por método

colorimétrico del laboratorio Wiener lab. Se utilizé espectrofotometro de la marca

Caray 100 Bio con una longitud de onda de 540 nm y se siguieron las indicaciones
de uso del kit (Anexo F)

4.5.2.1 CALCULO DE LOS RESULTADOS

Empleando el suero patron tal como se indica en el procedimiento, los célculos se

realizaron empleando las siguientes formulas.

Proteinas totales (g/ dl) =D x f
f=P.T. (g/dl) *

S
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Donde:

D= valor obtenido por el espectrofotbmetro

S= concentracion de proteinas en g/ dl en 20 ul de suero patron.

Para constatar que el fotocolorimetro tenga una respuesta lineal en la longitud de
onda fijada para la reaccion, se realiz6 una curva de calibracion con cantidades
crecientes de suero patron (ej.: 20 y 40 pl) con un volumen de reactivo A de 2,0 ml

en todos los casos.

4.5.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron los resultados de las variables obtenidas durante la encuesta
epidemiologica y de los resultados de la cantidad de animales positivos a
amiloidosis para asociar la presencia ambos.

La asociacion entre ambos se realizé por medio de la prueba exacta de Fisher,
empleando el programa estadistico Minitab (Minitab18.1.0.0setu). Se acepto la

asociacion entre variables si p<0.1.

Los resultados obtenidos se presentan mas adelante.
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CAPITULO V

RESULTADOS
5.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS.

5.1.1 DETECCION DE LA PRESENCIA DE HALLAZGOS
MORFOLOGICOS MACROSCOPICOS SUGESTIVOS DE
AMILOIDOSIS.

Durante la toma de muestras de los bovinos, se realiz6 exploracidbn antemortem

(cuando fue posible) y postmortem para registrar lesiones macroscopicas.

En el siguiente grafico se presentan los principales hallazgos encontrados en los

animales, separados de acuerdo con el resultado de la tincién con Rojo Congo.

Hallazgos macroscépicos
20

10

0 || || . | 1 0 | . H . I
Animales positivos Animales negativos
M Enteritis Nodulos mesentericos reactivos
B Adenitis MW Leucocitos en orina
ictericia Neumonia
B Edema intestinal B Nodulos en pulmén
Cetosis M Tuberculosis

FIGURA No. 3. Lesiones observadas en los bovinos muestreados con y sin

hallazgos sugestivos de amiloidosis.
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Como se puede observar, el mayor porcentaje de lesiones se encontré en el grupo

de animales negativos a amiloide.

Las lesiones que se presentaron con mayor frecuencia en los animales positivos
fueron neumonia, linfadenomegalia, edema visceral y degeneracion serosa de la
grasa. Todos estos hallazgos son frecuentes en los bovinos. La neumonia y la
linfadenomegalia son lesiones de caracter inflamatorio y la degeneracién serosa de
la grasa corresponde con atrofia y edema de los adipocitos, proceso que ocurre

durante condiciones crénicas y consuntivas.
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5.1.2 IDENTIFICACION DE LESIONES MICROSCOPICAS A
TRAVES DE LA TINCION HEMATOXILINA-EOSINA.

Después de la revision al microscopio de las laminillas elaboradas, se obtuvieron

los siguientes resultados.

En los animales con hallazgos sugestivos de amiloide, se pudieron observar en los
rinones, edema en zona medular (Figura No. 4), fibrosis extra tubular y presencia

de focos de infiltracion linfocitaria como principales lesiones.

by . /:‘\1 :'- s

b odP LS
3% v

FIGURA No. 4. Apariencia microscopica de lesiones en rifion de animales positivos
a amiloide. A) Zona medular con presencia de material eosinofilico sugestivo de
edema con pérdida de la estructura celular. B) Corteza del rifién con material fibroso
y células inflamatorias en zona extra tubular. C) Foco de infiltracion linfocitaria con

acumulo de fibrina. Tincion HE, 10x.
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En el higado, los hallazgos comunes en animales con amiloidosis fueron la

degeneracion grasa (Figura No. 5) y necrosis.

FIGURA No. 5. Lesiones hepaticas encontradas en los animales positivos para
amiloide. A) Degeneracién grasa macro vesicular con pérdida de la estructura
caracteristica del higado. B) Esteatosis y necrosis hepéatica con dafio en la
estructura celular. Tincion HE, 10x.

En ningun animal se observaron acumulos compatibles con amiloide en nédulos
mesentéricos y tampoco lesiones microscopicas. En intestino, solamente en dos,

pero sin la presencia de otros hallazgos.

En los animales sin hallazgos sugestivos de amiloidosis, también se encontraron
lesiones de caracter inflamatorio. A continuacién, se muestran las mas comunes,

asi como sus respectivas fotografias.

En el rifidén se identificaron lesiones y/o cambios como lo fueron la presencia de
hemorragias intra glomerulares y extra tubulares (Figura No. 6A). En el higado
zonas con acumulo de fibrosis (Figura No. 6B), hemorragias intersticiales (Figura

No. 6C) y presencia de células inflamatorias (Figura No. 6D)

En el intestino se observd la presencia de infiltrado inflamatorio (Figura No. 6),
fibrosis y hemorragia en zona de la submucosa; y para el caso del nddulo

mesentérico se logré identificar calcificacion, compatible con el infiltrado de
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asl como

mononucleares, hemorragias en distintas zonas del parénquima,

degeneracion serosa acompafiada de zonas necroticas con acumulo de fibrina.
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FIGURA No. 6. Alteraciones microscopicas encontradas en rifion, higado, intestino
y nodulo de animales que resultaron ser negativos a la presencia de amiloide. A)
Rifidn con presencia de hemorragias (eritrocitos) en zona glomerular y extra tubular.
B) Infiltrado caracteristico con apariencia de fibrosis y células inflamatorias en
higado. C) Hemorragias intersticiales entre columnas de hepatocitos. D) Focos de
infiltracion linfocitaria. E) Infiltrado inflamatorio en intestino en zona de la submucosa
intestinal. F) Focos de infiltracion de fibrina con presencia de células inflamatorias.
G) Hemorragia capilar en zona de la submucosa intestinal. H) Calcificacion con
infiltrado de mononucleares, pérdida de la estructura celular. 1) Hemorragias en
parénquima nodular. J) Degeneracion serosa micro vesicular con presencia de
infiltrado infamatorio (flecha), zonas con acumulo de fibrina (triAngulo) y perdida de
la estructura celular. Tinciébn HE, 10x.
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5.1.3 DETECCION DE AMILOIDOSIS SISTEMICA REACTIVA A
TRAVES DE LA TINCION ROJO CONGO Y MICROSCOPIO DE LUZ
POLARIZADA.

Se realiz6 una primera revision, resultaron presuntivamente positivos a la presencia
de amiloide 86 de los 101 animales muestreados debido a que se observo

birrefringencia.

Cabe mencionar que, de estos 86 animales positivos, 22 tenian presencia de
amiloide en los 4 tejidos muestreados, 24 solo en tres tejidos, 24 animales con 2
tejidos y 16 animales con solo 1 tejido positivo.

A continuacion, se muestran algunas de las imagenes obtenidas durante dicha

revision, empleando filtros de luz polarizada.

FIGURA No. 7. Material compatible con amiloide en higado (positivo a
birrefringencia verde). A) Amiloidosis hepatica en Capsula de Glisson, B)
Amiloidosis perivascular. Tincién Rojo Congo, 10x.
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FIGURA No. 8. Material sugestivo de amiloide en rifién. A) Amiloidosis en zona de

|
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arterias y venas arcuatas. B) Amiloidosis perivascular en corteza renal. Tincion Rojo

Congo, 10x.

FIGURA No. 9. Presencia de material compatible con amiloide en intestino delgado.
Ay B) Amiloidosis en submucosa intestinal. Tincion Rojo Congo, 10x.
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FIGURA No. 10. Material compatible con amiloidosis nodular. A) Amiloidosis en

capsula. B) Amiloidosis en seno trabecular. Tincién Rojo Congo, 10x.

Para confirmar el hallazgo obtenido de la gran cantidad de animales que resultaron
ser positivos, se empled la tincion tricromica de Masson (sugerencia hecha por el
Dr. Tomoaki Murakami), pues se conoce que el colageno al igual que el amiloide
puede presentar birrefringencia verde al ser tefiido con tincion Rojo Congo, cuando
ésta no tiene la alcalinidad adecuada (Klatskin, 1969; Murakamiy Lopez Mayagoitia,

2019), razon por la cual se procesaron laminillas de 18 animales positivos.

Después de realizarla se observaron utilizando microscopio 6ptico (Leica DM LS2),
empleando el mismo procesador de imagenes antes mencionado. Se hizo la
comparacion de las muestras positivas tefiidas con ambas técnicas y se observé
que varias de las muestras que se consideraban positivas realmente eran negativas,
pues no presentaban el mismo patrén de distribucion. Efectivamente la mayor parte
del material que produjo la birrefringencia constituia parte del tejido conectivo,

especificamente fibras colagenas.

Después de discriminar, se termino con un total de 13 animales positivos de los 86

gue se consideraron en un inicio.

En la siguiente tabla, se resumen los resultados, considerando las variables

registradas con la encuesta epidemioldgica (Tabla 4).
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Tabla 4. Distribucion de animales positivos y negativos a amiloidosis, de acuerdo a

las variables registradas en la encuesta epidemiologica.

Variable Positivos a Negativos a
amiloide amiloide

Estado del animal Sana 5 49
Muerta /Enferma 8 39
Sexo Hembra 9 52
Macho 4 36
Edad Adulto (a) 12 78
Becerro (a) il 10
Fin zootécnico Leche 3 17
Otros 8 62
Condicion corporal <2.5 4 20
>2.5 7 51

Cabe sefalar que no se presenta la informacion completa de todos los animales
muestreados, puesto que las condiciones bajo las que se realiz6 el trabajo de campo
no siempre permitieron obtenerla.

A continuacion, se muestran algunas de las fotografias obtenidas durante la revisién
al microscopio Optico, todas las imagenes capturadas se tomaron utilizando el
procesador anteriormente mencionado. Se presenta la comparacién de algunas de
las muestras consideradas positivas y que posteriormente fueron recategorizadas
como negativas después de la tincion tricromica de Masson.

En el caso del higado, cuando se observo birrefringencia en la capsula de Glisson
(Figura No. 11A) y de forma perivascular (Figura No. 11C), se consideré que la
muestra era positiva. La distribucién en estas zonas abarcaba completamente la

capsula y toda la zona perivascular del tejido con una distribucion difusa; Sin
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embargo, después de realizar la tricromica, se observd la tincion azul que

corresponde a la presencia de colageno (Figura No. 11B y C).

FIGURA No. 11. Presencia de material compatible con amiloide en higado. A)
Cépsula de Glisson con zonas positivas a birrefringencia verde, tincion Rojo
Congo. B) Capsula de Glisson con presencia de colageno, tincion tricromica de
Masson. C) Material presuntivo de amiloide en zona perivascular, tincion Rojo
Congo. D) Zona perivascular con presencia de colageno. Tincion tricrémica de
Masson. 10x

En el caso del rifdn se consideraron positivas aquellas muestras con localizacion

de birrefringencia en zonas perivasculares (Figura No. 12) y en arterias y venas
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arcuatas especificamente, después de realizar la tricromica de Masson, se
descarto la presencia de amiloide.
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FIRGURA No.12. Material presuntivo de amiloidosis renal. A) Amiloidosis
perivascular en corteza renal, tincion Rojo Congo. B) Colageno presente en zona
perivascular de la corteza renal, tincion tricromica de Masson. C) Zona de
arteria y venas arcuatas con material presuntivo de amiloide (birrefringencia
verde), tincidn Rojo Congo. D) Arterias y venas arcuatas con presencia de fibras

de colagena. Tincién tricromica de Masson. 10x

Para las muestras de intestino, se calificaron como positivas aquellas con

presencia de birrefringencia verde en la capa submucosa (Figura No.13).
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FIGURA No. 13. Muestras histoldgicas de intestino delgado. A y B) Amiloidosis en
con distribucion difusa en zona de la capa submucosa, tincion Rojo Congo. C y D)
Presencia de colagena en zona submucosa y perivascular. Tincion tricromica de
Masson. 10x.

En el caso del nodulo mesentérico se observo existencia de material presuntivo de

amiloide en la capsula y trabécula (Figura No. 14).
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FIGURA No. 14. Muestra histologica de nédulo mesentérico. A) Amiloidosis en
trabécula nodular, con distribucion difusa, tincibn Rojo Congo. B) Presencia de
colageno en trabéculas, tincidén tricromica de Masson. C) Amiloidosis presente en
capsula nodular. D) Colageno con distribucion difusa en capsula nodular. Tincion

tricrémica de Masson. 10x.

5.1.3.1PREVALENCIA

Con la revision de las laminillas y el resultado de 13 animales positivos (Tabla 5),
se realizo el célculo para obtener la prevalencia encontrada de amiloidosis segun

la sensibilidad de la técnica Rojo Congo para cada tipo de tejido muestreado.
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Tabla 5. Animales positivos a amiloide de acuerdo al tejido.

NUumero de Tejido

animales positivos

a amiloide
5 Rifidn
2 Intestino
6 Higado

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos, estos fueron analizados por

el programa Win Epi en donde:

Nivel de confianza: 95%

Tamafio de la poblacion: 14, 400 bovinos
Tamafo de la muestra: 101 animales

Especificidad de la tincion Rojo Congo: 99% (Bowen et al., 2004).

e Prevalencia total de amiloidosis (13 animales positivos)

La prevalencia real de amiloidosis en los animales muestreados fue de 17.72%, se
empled una sensibilidad del 68% (promedio reportado por Bowen et al., en el 2004)

y 13 animales positivos de la muestra.

Prevalencia aparente : 12.87% (6.36%, 19.38%)

Prevalencia real : 17.72% (10.30%, 25.14%)

FIGURA No. 15. Prevalencia real y aparente de amiloidosis (IC 95%)
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e Prevalencia de amiloidosis renal.

La prevalencia real de amiloidosis en los animales positivos a amiloide en rifion fue
de 4.29%, empleando una sensibilidad de 93% (promedio reportado por Bowen et

al., en el 2004) y 5 animales positivos a amiloidosis renal.

Prevalencia aparente :  4.95% (0.73%, 9.17%)

Prevalencia real : 4.29% (0.35%, 8.23%)

FIGURA No. 16. Prevalencia real y aparente de amiloidosis renal (IC 95%).
e Prevalencia de amiloidosis hepética.

La prevalencia real hepética de amiloidosis en los animales positivos fue de 5.37%,
empleando una sensibilidad de 93% (promedio reportado por Bowen et al., en el

2004) y 6 animales positivos a amiloidosis hepatica.

Prevalencia aparente : 5.94% (1.35%, 10.53%:)

Prevalencia real : 5.37% (0.99%, 9.75%)

FIGURA No. 17. Prevalencia real y aparente de amiloidosis hepéatica (IC 95%).
e Prevalencia de amiloidosis intestinal.

La prevalencia real de amiloidosis en los animales positivos a amiloidosis intestinal
es de 1.20%, empleando una sensibilidad del 83% (promedio reportado por Bowen

et al., en el 2004) y 2 animales positivos a amiloidosis intestinal.

FPrevalencia aparente : 1.98% (0.00%, 4.69%)

Prevalencia real : 1.20% (0.00%, 3.31%)

FIGURA No. 18. Prevalencia real y aparente de amiloidosis intestinal (IC 95%).
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5.1.4 DESCRIPCION CUALTITATIVA DE LOS DEPOSITOS DE
AMILOIDE EN RELACION A SU LOCALIZACION.

Con la revision al microscopio de las muestras histologicas se observo que en el
rifidn el amiloide se localiz6 Unicamente perivascular y en tubulos proximales y
distales, en el intestino en la submucosa y capa muscular y en el higado de forma

perivascular y en el estroma del mismo.

A continuacién, se muestra una tabla (Tabla No.5) con la distribucion del nimero de

animales segun la localizacion encontrada.

Tabla 6. Distribucién en el tejido del amiloide identificado en las muestras positivas

Numero de Tejido Localizacion
animales positivos
a amiloide
3 Rifidn Perivascular
2 RifA6N Tubulos proximales y distales
il Intestino Submucosa/ Muscular
s Intestino Submucosa
5 Higado Perivascular
1 Higado Estroma

En seguida se muestran algunas de las imagenes obtenidas con el procesador
antes mencionado para ejemplificar cada una de las localizaciones del amiloide

segun el tejido.

En el caso del rifidén la localizacién fue en zonas perivasculares (Figura. No. 19) y

en tubulos tanto proximales como distales.
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FIGURA No. 19. Alteraciones microscopicas sugestivas de amiloidosis renal. A)
Amiloidosis perivascular en corteza renal. B) Amiloidosis tubular. Tincion Rojo
Congo, 10x.

Para el intestino se observo material compatible con amiloidosis en capa muscular

(Figura No. 20) y de la submucosa.

FIGURA No. 20. Alteraciones microscoépicas sugestivas de amiloidosis intestinal. A)

Amiloidosis en zona muscular del intestino delgado. B) Amiloidosis en submucosa
intestinal. Tincién Rojo Congo, 10x.

La amiloidosis hepatica se presentd en zonas perivasculares (Figura. No. 21) y en
el estroma hepatico.
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FIGURA No. 21. Muestras histolégicas de higado con presencia de amiloidosis. A)
Amiloidosis perivascular con distribucion difusa e irregular. B) Presencia de material
amiloide perivascular con degeneracion serosa macro vesicular. C) Amiloidosis

hepética perivascular en area portal. Tincion Rojo Congo, 10x.
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FIGURA No. 22. Hallazgo histolégico en higado con material sugestivo de amiloide

en estroma.

En el caso de las muestras histolégicas de nédulo mesentérico, no se encontro
ninguna muestra positiva a amiloidosis después de haber empleado la tincion

tricromica de Massson.
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5.1.5 DISCRIMINACION DE LA AMILOIDOSIS LOCALIZADA DE
AMILOIDOSIS REACTIVA SECUNDARIA.

Para este objetivo particular se comenzé a estandarizar la técnica empleada por
Rijswijk y Heusden en 1979 para diferenciar el tipo de amiloide en donde se
clasificarian como positivos aquellos depositos amiloides que pierdan afinidad por
el colorante Rojo Congo (AA), y como negativos aquellos que sigan presentando
congofilia (AL).

Debido al tiempo empleado para la estandarizacion de la técnica de la tincion de
Rojo Congo no se pudo concluir con dicho objetivo.

Se comenzé a estandarizar dicha técnica elaborando solo algunas de las laminillas
con la técnica estipulada en el Anexo H, pero hasta el momento no se ha tenido

éxito.

5.1.6 ASOCIACION DE SIGNOS CLINICOS Y/O HALLAZGOS
MACROSCOPICOS SUGESTIVAS DE AMILOIDOSIS CON EL
HALLAZGO EN EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

Se analizaron los resultados obtenidos durante la toma de muestras (encuesta
epidemioldgica) y los resultados de la revisién de laminillas con tincion Rojo Congo
y tricrbmica de Masson (animales que resultaron ser tanto positivos como negativos

a amiloidosis; 13 animales positivos y 88 negativos a amiloide).

Se utilizé la prueba exacta de Fisher para poder observar los factores de riesgo
asociados a amiloidosis. Se empled un nivel de significancia del 0.01 y se utilizo el
programa Minitab (Minitab 18 Statistical Software) para la realizacion de los

célculos.
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A continuacion, se presentan los resultados obtenidos al realizar la prueba exacta
de Fisher.

e Estado sanitario.

Tabla 7. Analisis con prueba exacta de Fisher para el estado sanitario.

ESTADO NEGATIVO A POSITIVO A TOTAL
SANITARIO AMILOIDE AMILOIDE
SANA 49 5 54
MUERTA/ENFERMA <L) 8 47
TOTAL 88 13 101

Valor p= 0.3723

Como se puede observar en la Tabla 7 y con el valor obtenido de p, el estado
sanitario en el que llegan los bovinos al rastro no influye en la presencia o ausencia

de amiloide, por lo que se descarta como factor asociado (Tabla 6).

e Sexo

Tabla 8. Andlisis con prueba exacta de Fisher para el sexo.

SEXO | NEGATIVO A AMILOIDE | POSITIVO A AMILOIDE | TOTAL

HEMBRAS 50 9 59
MACHOS 38 4 42
TOTAL 88 13 101

Valor p= 0.5495

Como se observa con el valor de p, no existe tendencia a que el sexo del animal

tenga una mayor prevalencia para presentar amiloidosis (Tabla 8).
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e Edad

Tabla 9. Analisis con prueba exacta de Fisher para la edad.

EDAD | NEGATIVO A AMILOIDE | POSITIVO A AMILOIDE | TOTAL
ADULTOS 78 12 90
BECERROS 10 1 11
TOTAL 88 13 101
Valorp=1

En base al valor p obtenido, podemos observar que la edad de los bovinos no es un
factor asociado a la presencia de amiloidosis (Tabla 9).

e Fin Zootécnico

Tabla 10. Analisis con prueba exacta de Fisher para el fin zootécnico.

FIN NEGATIVO A POSITIVO A TOTAL
ZOOTECNICO AMILOIDE AMILOIDE
LECHE 17 3 20
OTRAS 62 8 70
TOTAL 79 11 2L

Valor p= 0.7030

Con base en el valor p, no existe tendencia a que el fin zootécnico de los bovinos

tenga una mayor prevalencia de amiloidosis.

Cabe mencionar que no se obtuvieron los datos de los 101 animales, pues el

proceso sacrificio y manejo de la canal no siempre lo permitian.
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e Condicién Corporal

Tabla 11. Analisis con prueba exacta de Fisher para la condicion corporal.

CONDICION NEGATIVO A POSITIVO A TOTAL
CORPORAL AMILOIDE AMILOIDE
<25 20 4 24
22.5 51 7 58
TOTAL 71 11 82

Valor p=0.7229

Como se puede observar en la Tabla 11 y con el valor p obtenido, la condicion

corporal no es un fator asociado a la presencia o ausencia de amiloidosis en

bovinos.

Cabe mencionar que no se obtuvieron los datos de los 101 animales, pues el

proceso sacrificio y manejo de la canal no siempre lo permitian.

e Presenciade hallazgos macroscopicos

Tabla 12. Analisis con prueba exacta de Fisher para la presencia de hallazgos

macroscopicos.

HALLAZGO NEGATIVO A POSITIVO A TOTAL
MACROSCOPICO AMILOIDE AMILOIDE
CON HALLAZGO 25 7 32
MACROSCOPICO
SIN HALLAZGO 63 6 69
MACROSCOPICO
TOTAL 88 13 101

Valor p=0.1066
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En referencia la tabla y el valor p, se observa que la presencia o ausencia de algun
hallazgo macroscépico en los bovinos, no es factor asociado a amiloidosis.

5.1.7 ASOCIAR LA PRESENCIA DE PROTEINURIA CON
AMILOIDOSIS RENAL

Para la realizacion de este objetivo se tomaron muestras de orina al momento de la
toma de muestra de los tejidos, se utilizaron tiras reactivas DFI Cybow, multiespecie,
Eurovet para medir la concentracion de proteinas totales en orina. La tira reactiva
se introdujo en la muestra durante 5 minutos y posteriormente se realizo la lectura

de la misma; obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 13. Animales positivos a amiloidosis y la concentracion de proteinas en orina.

Proteinas totales en Numero de animales Numero de animales
miligramos/decilitro positivos a amiloide negativos a amiloide
(mg/dl)
1) 4 18
30 0 15
2100 4 27
SIN MUESTRA 5 28

Como se aprecia en la tabla anterior (Tabla 13), los valores referentes a la cantidad
de proteinas en orina fueron demasiado variado, encontrandose valores desde 15

a 100 mg/ dl en los animales positivos a amiloide.

Para rectificar las lecturas tomadas por las tiras reactivas, se procedio a analizar 10
muestras adicionales de orina provenientes de equinos, bovinos y humanos con
tiras reactivas DFI Cybow, multiespecie, Eurovet y por medio de espectrofotometria

empleando método colorimétrico (espectrofotometro de la marca Caray 100 Bio)
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con una longitud de onda de 540 nm. Para la realizacion se siguieron las

indicaciones de uso del kit.
Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 14. Resultados obtenidos con tiras reactivas y kit comercial

MUESTRA TIRAS REACTIVAS DFI KIT PROTEINAS
CYBOW, TOTALES AA

MULTIESPECIE, WIENNER LAB.
EUROVET (mg/dl) (mg/dl).
2 15 0.1821
3 15 0.1778
4 15 0.1682
5 15 0.1384
7 30 0.2236
= 15 1.2982
2B 30 0.0862
3B 100 1.8381
1R 15 1.7647
6M 15 1.9990
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Se realiz6 la curva de calibracién con las diferentes concentraciones del calibrador

para asegurar la correcta realizacion de la prueba. (Figura No.23)

Curva de Calibracion

Proteinas Totales mg/ dL

0 ML 10 ML 20 ML 40 ML 80 ML

Concentracion

FIGURA No.23. Curva de Calibracion con kit de proteinas totales AA Wienner Lab.
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CAPITULO VI

DISCUSION

6.1 DETECCION DE LESIONES MACROSCOPICOS SUGESTIVOS
DE AMILOIDOSIS.

Del registro realizado con la encuesta epidemioldgica, se observé que la mayoria
de los hallazgos patologicos encontrados se realizaron en animales que fueron
faenados en el anfiteatro, como era de esperarse puesto que presentaban
enfermedad clinica. También fueron de animales negativos a amiloidosis. La
presencia de lesiones inflamatorias u otras que puedan sugerir enfermedades
cronicas y consuntivas, como la degeneracién serosa de la grasa, no es per se
sugestiva de amiloidosis, sino mas bien una condicidbn necesaria para que se
desarrolle (Jakob, 1971; Boyce et al., 1984; Taniyama et al., 2000; Cui et al 2002;
Kim et al., 2005; Shrasburg et al., 2005; Tojo et al., 2005; Yoshida et al., 2009;
Murakami et al., 2014 Maeda et al., 2016).

Como mencionan algunos autores la amiloidosis la mayoria de las ocasiones se
presenta como enfermedad subclinica, sin cambios morfolégicos y sélo puede ser
diagnosticada como sindrome nefrético en etapa terminal (Jakob, 1971; Bouda et
al., 1997; Martinez et al., 2001; Woldesmekel, 2012; Murakami et al., 2014).

Los hallazgos encontrados en los animales positivos a amiloide fueron neumonias,
degeneracion serosa de la grasa, linfadenomegalia y edema visceral; todos estos
compatibles con multiples enfermedades en los bovinos, en los que esta implicada
la inflamacién crénica como una caracteristica principal; Sin embargo, las lesiones
encontradas en los rifiones no fueron tan severas y la medicién de la proteinuria no

fue concluyente para tener mayor indicio de sindrome nefrético.
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Como ya se menciond en la introduccién de este documento, la presencia de
amiloidosis reactiva secundaria esta ligada a enfermedades que impliquen una
inflamacion crénica y a la liberacion de ciertos precursores como el amiloide sérico
a (SAA) en el torrente sanguineo como lo mencionan Guibarra y Lliulli (2011).
Horadagoda et al., en 1994 mencionan que algunas de las principales causas del
aumento de amiloide A sérico en bovinos son infecciones por Pasteurella
haemolytica y virus respiratorio sincitial bovino que pueden estar estrechamente
relacionadas con las neumonias y la linfadenomegalia encontradas (Horadagoda et
al., 1994); Sin embargo cabe la posibilidad de que la mayoria de los animales
muestreados no hubieran ingerido proteinas amiloides o bien que no hubiera
pasado el tiempo suficiente para encontrar dafos renales significativos.

En la degeneracion serosa y el edema visceral, los principales factores de riesgo
identificados son nutricionales y de manejo (Jiménez A., 2016). EI manejo
inadecuado y el estrés causado por éste favorecen la aparicion de distintas
patologias que generan un balance energético negativo y propician la movilizaciéon
de tejido adiposo, particularmente el desplazamiento de abomaso, la hipocalcemia,
la retencion de placenta, las mastitis y metritis. Sucede rapidamente en casos de
anorexia, inanicion o caquexia. La caquexia se observa como uno de los principales
signos clinicos asociados a la presencia de amiloidosis (Bouda et al., 1997 y
Woldesmekel, 2012); Sin embargo, la mala condicién corporal es una caracteristica
comun en los animales Holstein que son enviados al rastro, muy frecuentemente en
el periodo posparto en que se agudiza el balance energético negativo por el
incremento en la produccion de leche y de la misma manera la degeneracién serosa
de la grasa. En este estudio mas de la mitad de las muestras provinieron de
animales con estas caracteristicas.

Ademas, esta asociada a la edad y un intervalo entre partos largo, coincidiendo con
algunos datos epidemioldgicos en donde se muestra una mayor prevalencia de
amiloidosis en vacas viejas con procesos inflamatorios crénicos (Martinez et al.,
2001; Murakami et al., 2014; Jakob, 1971).
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6.2 IDENTIFICACION DE LOS HALLAZGOS MICROSCOPICOS A
TRAVES DE LA TINCION HEMATOXILINA-EOSINA EMPLEANDO
MICROSCOPIO OPTICO.

Después de la revision de las laminillas tefiidas con hematoxilina eosina, se pudo
observar en los animales positivos a amiloidosis algunos hallazgos microscopicos.
Para el rindn se pudo identificar la presencia de fibrosis y focos de infiltracion
linfocitaria. Estos hallazgos son compatibles con mdltiples patologias renales
cronicas, que por lo general se presentan en bovinos de edad avanzada en donde
el cuadro clinico que presentan es muy variable, lo cual dificulta el diagndstico
clinico de estas patologias.

La presencia de fibrosis y células inflamatorias podemos encontrarlas no soélo
asociados a amiloidosis, sino también en cuadros de enfermedad renal
membranoproliferativa, membranosa, mesangioproliferativa, glomeruloesclerosis,
nefritis hereditaria, glomerulonefritis, entre otros (Cortadellas, 2010; Vaden y Brown,
2009).

En el caso del higado, se logré identificar la presencia de necrosis y esteatosis
hepatica, tanto macro vesicular como micro vesicular. Un mal manejo de las
explotaciones bovinas genera estrés (aumento de precursor amiloidogenicos),
favoreciendo la aparicion de estos cambios en el higado, pues una mala dieta (baja
o0 alta en proteinas), la falta de espacio, una limpieza insuficiente, humedad elevada,
calor o mala ventilacién favorecen la movilizacion de tejido graso al higado. Algunas
de las patologias relacionadas con estos procesos y por lo tanto con el depdésito de
amiloide en higado son la endometritis, retencion de placenta, hipocalcemia
comatosa, mastitis y desplazamiento abomasal, las mastitis y las metritis (Gerloff y
Herdt; 1995; De Luca, 2005). Todos estos padecimientos tienen una prevalencia
mayor justo en el periodo posparto, donde se suceden una gran parte de las muertes
y desechos involuntarios en el ganado lechero (Rogel y Tamayo, 2007; Vitela et al.,
2004).
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Se ha reportado la identificacion de depdsitos amiloides empleando la tincion
hematoxilina eosina, observandose el amiloide como un material amorfo,
eosinofilico, con apariencia hialina y homogénea, mas se requiere experiencia para
clasificar como positivo los tejidos observados, puesto que es posible confundirlo
con edema, hialinosis y degeneracion fibrinoide. Por esta razén, su utilidad principal
en este estudio fue la identificacion de lesiones microscépicas para asociarlas con
la presencia de amiloide (Sen y Basdemir, 2003; Hazenberg et al., 2004; Alvarez et
al., 2005; Herrera y Piken, 2006; Piken, 2007; Mora, 2011; Bowen et al., 2012;
Woldemeskel et al., 2012).

6.3 DETECCION DE LA PRESENCIA DE AMILOIDOSIS SISTEMICA
REACTIVA A TRAVES DE LA TINCION ROJO CONGO EMPLEANDO
MICROSCOPIO DE LUZ POLARIZADA.

En la actualidad, son muchos los investigadores que hacen referencia al uso de las
técnicas histopatologicas y mas especificamente de la tincibn Rojo Congo;
describiéndolas como las mas adecuadas para la deteccion de cuerpos amiloides.
Hasta el momento rojo rongo se considera la técnica de referencia para la deteccion
de amiloide, tiene una sensibilidad de entre el 54% y el 82% y una especificidad del
100%; razén por la cual se seleccion6 esta tincion para realizar este proyecto. (Sen
y Basdemir, 2003; Hazenberg et al., 2004; Alvarez et al., 2005; Herrera y Piken,
2006; Piken, 2007; Mora, 2011; Bowen et al., 2012; Woldemeskel et al., 2012).

Incluso se ha descrito que la inmunohistoquimica y el rojo congo presentan

especificidades similares (Cecilia G. et al., 2014).
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Cooper en 1969, Linke en el 2000 y Sen y Basdemir en el 2003 encontraron
limitaciones en el uso de esta técnica, en particular con una cantidad minima de
amiloide; ademas de esto, para su realizacion se requieren diversos reactivos
guimicos que suelen ser dificiles de conseguir en la zona en la que se realizo este
proyecto. Pese a contar con una metodologia estandarizada, se tuvieron que
realizar pruebas y modificaciones hasta alcanzar los resultados requeridos.

También se ha observado que para que el colorante Rojo Congo se una al amiloide
se necesita que le tejido tenga un espesor de 8 pym (micras) para demostrar la

birrefringencia (Elghetany et al., 1989).

Ademas de lo anterior, Klatskin hace mas de 40 afios descubrié que existian focos
de birrefringencia verde en los tejidos conectivos del higado y otros 6rganos en
condiciones normales tanto en el hombre como en la rata, por lo que se aconseja el
emplear técnicas adicionales como la tincion tricromica de Masson para el tejido
conectivo (fibras colagenas), ya que puede existir una confusion al momento de la
observacion al microscopio, dada la produccion de birrefringencia verde con luz

polarizada.

Se recomienda también realizar pruebas alternativas como la inmunohistoquimica
para aumentar la sensibilidad de la deteccién de amiloide, aunque algunas de las
limitaciones del método inmunohistoquimico pueden incluir la disponibilidad de
anticuerpos (al menos en México) y la posibilidad de resultados negativos en casos

con cantidades muy pequefias de amiloide (Linke et al., 1995).

Todas las técnicas anteriormente mencionadas pueden tener multiples variaciones
en cuanto a la forma de realizacion, y mas cuando el recurso humano no es el mismo
durante todo el proceso. En general se recomienda aumentar la sensibilidad con
técnicas alternativas, aumentar el grosor de los cortes al microtomo para que el
amiloide aun en pequefas cantidades pueda ser identificado, estandarizar las
técnicas a emplearse segun las condiciones del estudio y tener experiencia al

momento de la interpretacion al microscopio éptico.
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La prevalencia encontrada tanto de amiloidosis renal (4.29%), como hepatica
(5.37%) e intestinal (1.20%), concuerda con los hallazgos encontrados por Tojo et
al., (2005) y Yoshida et al., (2009), quienes reportaron una prevalencia que va desde
un 1.2% a un 5.5% de los animales que llegan al matadero en Japén; Sin embargo,
es necesario realizar la prueba de permanganato de potasio para determinar si
dichos hallazgos corresponden a amiloidosis reactiva secundaria, pues es notable
gue no haya habido evidencia de amiloidosis mas que en uno o dos tejidos por

animal y no de manera generalizada (Gertz et al., 2013; DiBartola, 1992).

6.4 DESRIPCION DE LOS DEPOSITOS DE AMILOIDE EN
RELACION CON SU LOCALIZACION Y DE MANERA
CUALITATIVA.

Como ya se mostro en los resultados, la localizacion de los depdésitos amiloides en
rindn fueron principalmente en zonas perivasculares y tubulares, concordando con
los hallazgos encontrados por Esteve et al., en el 2006 y Sen y Sarsik en el 2010,
pues ellos mencionan que los depdsitos son predominantes en tubulos, con
depositos irregulares y focales.

Los mismos autores hacen énfasis en que los vasos sanguineos pueden tener
depdsitos de variable intensidad y extension, pudiendo comprometer arterias y
venas de todos los tamafios; pero a su vez, mencionan que estos hallazgos son
caracteristicos de amiloidosis AL, aunque no son excluyentes de amiloidosis AA.
También encontraron que los depositos glomerulares pueden ser escasos 0
ausentes como fue el caso de nuestro proyecto; por estas razones es que se
recomienda la realizacibn de otras técnicas como la inmunohistoquimica o
permanganato de potasio para la diferenciacion del tipo de amiloide identificado
(Esteve et al., 2006; Sen y Sarsik, 2010).

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19291511

La localizacion de los depdsitos amiloides en higado fueron predominantemente en
zonas perivasculares, concordando con los hallazgos mencionados por Gamarra et
al., en 1999, quienes mencionan que las areas portales son las mas afectadas.

Estos hallazgos se ven asociados al proceso inflamatorio, en especifico a la fase
aguda de la inflamacion, pues su acontecimiento desencadena la liberacion de
interleucinas y del factor de necrosis tumoral, que al ser liberados al torrente
sanguineo provocan un incremento de la permeabilidad vascular, haciéndolos

susceptibles a un depésito amiloide (Martinez et al., 2001; Loos, 2005).

Para el caso del intestino la localizacion fue en capa muscular y zona de la
submucosa, concordando con varios autores que describen que los depdsitos
suelen ubicarse alrededor de los vasos sanguineos, lamina propia, submucosa y
capa muscular, presentando una distribucion difusa (Sen y Sarsik, 2010; Jungienger
et al., 2015; Woldemeskel, 2012; Boyce et al., 1984).

6.5 CONFIRMACION DE LOS HALLAZGOS SUGESTIVOS DE
AMILOIDOSIS AA AL SOMETER LAS TINCIONES DE ROJO CONGO
CON SOLUCION DE PERMANGANATO DE POTASIO.

Para poder diferenciar sobre el tipo de amiloidosis que se logré identificar, se
pretendia realizar la técnica de permanganato de potasio al 5% reportado por
Rijswijk y Heusden en 1979; debido al tiempo empleado para la estandarizacion de
la técnica de la tincion de Rojo Congo no se pudo concluir con dicho objetivo.

Se comenzé a estandarizar dicha técnica elaborando solo algunas de las laminillas
con la técnica estipulada en el Anexo H, pero hasta el momento no se ha tenido

éxito.
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Como se mencioné anteriormente, se sugiere realizar la técnica de
inmunohistoquimica para diferencia el tipo de amiloidosis, esto por ser mas sensible

y especifica (Cecilia G. et al., 2014).

6.6 ASOCIACION DE LA PRESENCIA DE SIGNOS CLINICOS Y/O DE
HALLAZGOS MACROSCOPICOS SUGESTIVOS DE AMILOIDOSIS
CON EL HALLAZGO CONFIRMADO EN EL ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO A TRAVES DE LA TINCION ROJO CONGO.

Después de la realizacion de la prueba exacta de Fisher para asociar la presencia
de amiloidosis con los datos obtenidos durante la toma de muestras se pudo
observar que ninguna de las variables representa un factor de riesgo para la

presencia de amiloidosis.

En cuanto al sexo y edad se refiere, se menciona que los animales con mayor riego
son las vacas viejas, encontrando en nuestro estudio que ninguno de estos dos
factores tienen una relacion directa con la presencia de amiloide (Martinez et al.,
2001; Murakami et al., 2014; Jakob, 1971). Cabe sefalar que, en México, en el
2004, segun datos de la Asociacion Holstein, los bovinos lecheros eran desechados
después de 2.4 lactancias, es decir 5 0 6 afios de edad, que coincide con lo
reportado por Rogel y Tamayo (2007) lo que en realidad no corresponde realmente

a animales viejos.

Autores como Bouda et al., en 1997 y Woldesmekel en el 2012 aseguran que la
amiloidosis bovina es una enfermedad relativamente rara caracterizada por la
caquexia ademas de otros signos clinicos, por lo que se esperaba encontrar relacion
en cuanto a la condicion corporal de los animales muestreados con la existencia de
amiloidosis, pero el resultado obtenido no permite confirmarlo. Es probable que
parte del problema fuera por bajo niumero de observaciones que se tuvieron en el

caso de algunas condiciones. Es probable que esta situacion haya estado
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influenciada por el tipo de muestreo que se realiz6. El muestreo por conveniencia
consiste en seleccionar una muestra de la poblacion por el hecho de que es
accesible, esto facilita la operacion y disminuye los costos; Sin embargo, tiene como
consecuencia la imposibilidad de hacer afirmaciones generales sobre la poblacion
(Taherdoost H., 2016).

En términos generales, el ganado sacrificado en el rastro municipal en la linea 1,
corresponde con animales clinicamente sanos, predominantemente machos
jovenes, destinados a la produccion de carne. Fue muy infrecuente observar
lesiones macroscopicas en estos individuos. Kakagun et al., (2019) observaron
durante 5 afios en Hokkaido, Japon, las lesiones macro y microscépicas de 54
cetdceos que incluyeron 11 especies de ballenas. Diagnosticaron amiloidosis
sistémica en dos de ellas a través de Rojo Congo e inmunohistoquimica. Los
organos mas afectados fueron el riidn y el tracto gastrointestinal pero las Unicas
lesiones macroscopicas observadas fueron ligeras hepatomegalia vy

esplenomegalia.

Contrariamente, en el caso de los animales que ingresan por el anfiteatro, muertos
o caidos, la mayoria de las veces son hembras de desecho provenientes de granjas
lecheras. Lo anterior de alguna manera sesga la informacién, pero no les resta valor

a los resultados obtenidos puesto que es un estudio exploratorio.

6.7 ASOCIACION DE LA PRESENCIA DE PROTEINURIA CON
AMILOIDOSIS RENAL.

Para poder diagnosticar insuficiencia o dafio renal es necesario medir la cantidad
de proteinas totales excretadas en orina; se conoce que el rango normal es de 0 a
1 mg/dl, por lo que todos los animales con valores superiores a éste se categorizan
como positivos a proceso patoldgico con proteinuria (Bouda et al., 1997; Takahashi
et al., 2009; Murakami et al., 2012).
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Con los resultados obtenidos de la medicion de las proteinas totales en orina con
las tiras reactivas de los animales positivos a amiloidosis, se observé que todos los
animales presentaban proteinuria marcada, pues los valores iban de 15 a 100 mg/

dl de proteinas excretadas.

Para garantizar la confiabilidad de los datos obtenidos, se realizo la cuantificacion
de proteinas totales por medio de espectrofotometria, encontrando que la medicién
de las tiras reactivas no concordaba con los datos obtenidos, por lo que no se pudo
realizar la asociacion entre la proteinuria encontrada con la existencia de

amiloidosis.

Cabe sefalar que no se contaba con muestra de orina de todos los animales, pues
algunos (aproximadamente el 30%), no contaban con muestra al momento de la
toma, esto asociado posiblemente con anuria debido a insuficiencia renal o bien por

el grado de deshidratacion en el que llegaban los animales al momento del sacrificio.
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CAPITULO VII

CONCLUSION

Con la realizacion de este proyecto, se pudo demostrar la existencia de amiloidosis

en bovinos sacrificados en el rastro municipal de Aguascalientes.

La realizacion de las técnicas histopatoldgicas para la identificacion del amiloide
tiene sus limitaciones, por lo que se recomienda emplear un grosor de 8 um de
grosor para su facil identificacion al asegurar la tincion del amiloide, emplear la
técnica de tincion Rojo Congo con ciertas adecuaciones, realizar la técnica
tricromica de Masson para descartar la confusiéon de amiloide con colagenay en su

caso, emplear técnicas mas especificas y sensibles para su correcta identificacion

Los factores de riesgo que se asocian a la presencia de enfermedad (amiloidosis),
no son determinantes para que esta se encuentre presente en la muestra estudiada;
Sin embargo, la presencia de amiloidosis también pudiese estar relacionada con
algunos otros factores como mutaciones en los precursores amiloidogénicos, la
susceptibilidad de la raza animal para desarrollar la enfermedad, asi como las

condiciones de vida del individuo.

Como ya se mencion6 anteriormente, la poblacion humana y el aumento de las
enfermedades neurodegenerativas en personas de edad avanzada representan un
factor de riesgo para la poblacién, aunque en la actualidad se descarte la edad como
un condicionante para la generacion de la enfermedad, ya que en la actualidad se
ha demostrado que incluso infantes de corta edad pueden poseerla y morir por la

misma.

Se recomienda profundizar mas en relacion al estatus sanitario de los animales que

llegan al consumo humano para favorecer la inocuidad alimentaria y disminuir el
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riesgo latente en el que se encuentra la poblacién que consume dichos productos

carnicos provenientes del bovino.
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ANEXOS

ANEXO A. ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

<“_(;,\'DBD auyy,

& . 1 . : . . i
Suascave Deteccion de amiloidosis reactiva secundaria en bovinos sacrificados en

O

G:;U Ui,
e pyo®

el rastro municipal de Aguascalientes
Encuesta epidemioldgica

I.-Datos generales

No. caso Fecha:
Sexo H |M |Edad
ID Procedencia | Ags. | Nac. | Importado
Inspeccion ante mortem | Sano Funcion
(Clinica) zootécnica | Carne
Leche

Enfermo D proposito

Muerto Lidia
Raza CC

*CC Condicién corporal (1, caquéxico a 5, obeso)

Il.-Para animales clinicamente enfermos o muertos.

Causas del desecho

Nivel de proteinas Muerte Metritis

en orina
Caida Distocia
Reticulo- Desplazamiento

pericarditis

De abomaso

Clostridiasis

Intoxicacién*
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Gangrena Nefritis

Leucosis Hepatitis/Cirrosis

Neumonia Peritonitis

Tuberculosis Mordedura
vibora

Otra

*Urea o quelite

lll.-Lesiones asociadas a la amiloidosis y/o a procesos crénicos

Hepatomegalia

Degeneracion serosa de la grasa

Esplenomegalia

Visibilidad de vasos linfaticos cardiacos

Nefromegalia

Diarrea

Adenitis

mesentérica

Adenopatias

Palidez de Caquexia
organos
Edema Otras (describir)

104



ANEXO B. TECNICA HISTOLOGICA PARA MICROSCOPIA
OPTICA.

Toma de muestras:

a) Tejidos
Los tejidos fueron tomados inmediatamente después del sacrificio. Se empled
bisturi o navaja nueva.
Por cada animal, se tom6 una muestra de los siguientes 6rganos: higado, nédulo
mesentérico, rifones e intestino delgado; asi como una de orina, se medio la
concentracion de proteinas utilizando tiras reactivas (DFI Cybow, tiras reactivas
multi especie, Eurovet)

b) Orina
La orina se tomo en el momento en el que los trabajadores de rastro retiraron
todas las visceras para proceder a dividir el cuerpo del bovino, se extrae la vejiga
completamente y la orina se deposita en un frasco debidamente lavado y
etiguetado. La medicion con la tira reactiva se realiza al momento de colocar la
orina en el frasco y sin exceder los 5 minutos de su toma.
La tira reactiva mide la proteina en base a un indicador de colorante de pH,
método que utiliza azul de bromofenol. Sila proteina (albumina) esté presente en
orina, el pH aumenta y un resultado positivo en la prueba ocurre. Esta prueba es
principalmente sensible a la albumina y relativamente insensible para la
deteccién de globulinas y proteinas de Bence-Jones (los resultados obtenidos se
miden en miligramos/ decilitros).
Fijacion:
Se fijaron con formalina buferada al 10% en proporcion de 10:1 y se colocaron

en recipiente debidamente identificado con el nUmero de muestra y la fecha.

Preparacion de la formalina buferada:
Agua destilada 900 ml.
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Solucién de formalina al 37% 100ml
Fosfato de sodio monobasico 4 g

Fosfato de sodio dibasico 6.5 g

Deshidratacion, aclarado e Inclusion en parafina:
Se deshidrataron las muestras en bafios sucesivos en soluciones crecientes de
alcohol etilico utilizando el siguiente procedimiento:
a) Agua destilada

b) Alcohol etilico al 80 %

c) Alcohol etilico al 96 %

d) Alcohol etilico al 96 %

e) Alcohol etilico al 96 %

f) Alcohol etilico al 100 %

g) Alcohol etilico al 100 %

h) Alcohol absoluto (50%) - xilol (50%)

i)Xilol 100%

J) Parafina

La parafina diluida se coloca en dos recipientes dentro de la estufa. El primero
recibe a las muestras embebidas en xilol; la parafina reemplaza el xilol de las
muestras y se infiltra al interior de las mismas. Los otros dos recipientes de
manera consecutiva reciben a los tejidos. El tltimo de ellos sirve para contener a
las muestras antes del proceso de formacion de los bloques de parafina.

El molde se llena con parafina caliente pura; con una pinza caliente se toma una
pieza de tejido y se orienta una de sus superficies (aquella que se pondra en
contacto con el filo de la navaja) se sumerge al interior del molde, en el que la
parafina ha empezado a solidificarse y se le aplica una leve presion. Después los
moldes se enfrian de inmediato (placa fria) para que la parafina se solidifique de

manera homogénea.
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Elaboracion de cortes histolégicos

El sistema de funcionamiento de los microtomos consta de cuatro mecanismos
principales:

Sujecion del blogue de parafina.

Sujecion de la navaja.

Obtencion de los cortes empleando los siguientes pasos

a) Se sujeto firmemente el bloque con el sistema de abrazaderas y la muestra
orientada correctamente.

b) Se alineo el sistema de sujecion de la navaja y el filo de la misma, con la
superficie de corte del bloque.

c) Desgastar la superficie del bloque de parafina hasta alcanzar el tejido y se
tenga la certeza de abarcar toda el &rea que se desea seccionar.

d) Marcar en el dial del micrétomo, el niumero de micrometros de grosor que
deben alcanzar los cortes; en este caso se utilizé un grosor de 3 micrometros.
e) Accionar la manivela que desplaza la abrazadera con el bloque de parafina
para obtener los cortes (aislados o seriados). Obtenidos los cortes se recogen

cuidadosamente con unas pinzas o pinceles finos.

Extension y adhesion de los cortes al porta objetos:

Los cortes se extienden en un bafio de flotacion (agua destilada a 49 °C y
grenetina).

Las secciones se depositan en el liquido procurando que la superficie brillante
(aquella correspondiente al filo de la navaja) se ponga en contacto con el liquido

caliente.

Las secciones se extienden aisladas o formando cintas, estas se recogen y
adhieren a la laminilla de la misma forma; en el caso que se requiera recoger los
cortes aislados, extendidos previamente como una cinta, deben separarse

utilizando las mismas pinzas finas o agujas de diseccion.
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Desparafinado de los cortes:

Se meten las laminillas con los tejidos adheridos a una estufa a 60°C durante 10
minutos para lograr deshacerse de la parafina y la coloracion sea exitosa.

Se realizaron las tinciones correspondientes para posteriormente realizar el
montaje de la laminilla.

Montaje:

Consiste en colocar sobre el corte histoldgico ya coloreado una delgada lamina
de vidrio llamada cubreobjetos, el cual se adhiere con Entellan de la marca JT
Baker.
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ANEXO C. TINCION COMPLETA PARA HEMATOXILINA-EOSINA.

En este paso es conveniente se respeta el tiempo de coloracion que recomienda

cada tipo de solucion de hematoxilina. (Prophet et al., 1995)

1. Xilol 10 minutos

2. Alcohol 100% 4 minutos
3. Alcohol 96% 2 minutos
4. Alcohol 96% 2 minutos
5.
6
7
8
9

Lavado en agua destilada 5 minutos

. Hematoxilina 4 minutos
. Lavado en agua corriente 5 minutos
. Eosina 30 segundos

. Alcohol 96% 2 minutos

10. Alcohol 96% 2 minutos
11. Alcohol 100% 4 minutos
12. Xilol 10 minutos
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ANEXO D. TECNICA COMPLETA PARA LA TINCION ROJO
CONGO

Para esta tincion se emplea la técnica modificada de Rojo Congo del libro de
Métodos Histotecnologicos de las Fuerzas Armadas (Instituto de Patologia de las

Fuerzas Armadas de Estados Unidos de América)

Xilol 2 minutos

Xilol 2 minutos.

Alcohol / xilol, (Alcohol al 96%) 2 minutos.
Alcohol al 100% dos minutos.

Alcohol al 100% 2 minutos.

Alcohol al 96% 2 minutos.

Alcohol al 96% 2 minutos.

Agua destilada.

R

Rojo Congo al 1% por 5 minutos (en agua destilada).

10.Agua destilada

11. Diferenciar en solucién alcohdlica alcalina (etanol al 50% + Hidroxido de
Sodio al 1%) de 5 a 10 segundos.

12.Lavar en agua corriente.

13.Hematoxilina de Harris 5 minutos.

14.Lavado en agua corriente.

15. Alcohol acido (Acido clorhidrico) de 5 a 10 segundos.

16.Lavado en agua corriente.

17.Carbonato de litio de 5 a 10 segundos.

18. Alcohol al 96% 4 minutos.

19. Alcohol al 100% 4 minutos.

20. Alcohol / xilol, (Alcohol al 96%) 4 minutos.

21.Xilol 10 minutos.
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ANEXO E. TINCION TRICROIMCA DE MASSON

Desparafinizar los cortes.

Sumergir los cortes en solucion fijadora de Bouin toda la noche a
temperature ambiente.

Lavar en agua corriente hasta que el agua se observe clara, despues

enjuagar con agua destilada.

4. Teiir en solucion de hematoxilina de Weigherts durante 10 minutos.

5. Lavaren agua corriente durante 10 min, enjuagar con agua destilada.

6. Teiiir en solucion de fucsina acida escarlata durante 15 minutos, enjuagar

9.

con agu destilada.

Diferenciar en solucion de acido fosfomolibdico-fosfotingstico durante 10
a 15 minutos.

Contratefiir con sulucion azul de anilina por 5 a 10 minutos, lavar con agua
corriente hasta que se vea clara.

Diferenciar en acido acetico al1% de 3 a 5 minutos.

10.Dshidratar con alcohol al 96% por 2 minutos.

11.Alcohol al 100% dos veces durante 2 minutos.

12. Xilol durante 4 minutos.
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ANEXO F. TECNICA EMPLEADA PARA
ESPECTROFOTOMETRIA

La determinacion de proteinas totales es (til para el monitoreo de cambios
ocasionados por diversos estados de enfermedad. En condiciones patolégicas
como pérdidas renales, desnutricion, infecciones prolongadas, etc., suelen
presentarse hipoproteinemias, mientras que en otras como mieloma multiple,
endocarditis bacteriana y hemoconcentracion de diversos origenes se observan
hiperproteinemias.

Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ion cuprico en medio
alcalino, para dar un complejo color violeta con maximo de absorcién a 540 nm,
cuya intensidad es proporcional a la concentracion de proteinas totales en la
muestra.

Condiciones de Reaccion

Longitud de onda: 540 nm en espectrofotdmetro o en fotocolorimetro con filtro
verde (520-560 nm).

Temperatura de reaccion: 370 C

Tiempo de reaccion: 15 minutos

Volumen de muestra: 20 pl

Volumen de Reactivo A: 2,0 mi

Volumen final de reacciéon: 2,02 ml
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PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard) y D
(Desconocido), colocar:

B S D
Calibrador / Suero Patrén - 20 ul -
Muestra - - 20 ul
Reactivo A 20m 20mi 20mi

Mezclar con varilla. Incubar durante 15 minutos a 37°C.
Leer en espectrofotémetro a 540 nm o en fotocolorime-
tro con fiitro verde (520-560 nm) llevando a cero con el
Blanco de Reactivo.
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ANEXO G. DESCRIPCION DE LESIONES Y/ O HALLAZGOS
MACROSCOPICOS DURANTE LA TOMA DE MUESTRAS.

La linfadenomegalia es el agrandamiento visible o palpable de uno o mas
ganglios linfaticos superficiales (cérvicales, supraclaviculares, axilares e
inguinales) puede ser el primer indicio de una enfermedad en curso o de
un sindrome clinico especifico causado por agentes tanto infecciosos
como no infecciosos (Osores et al., 2004; Timothy y Kathryn 2000).

El edema visceral signo clinico frecuente en muchas enfermedades y se
manifiesta como una hinchazén de los tejidos blandos debida a la
acumulacion de liquido en el compartimento intersticial. Surge si se
produce un desequilibrio entre las fuerzas que regulan el paso del liquido
de un compartimento a otro. Si el paso de agua es abundante del
compartimento intravascular al intersticial, aparece el edema. Esa
extravasacion de liquido puede responder a factores fisicos o quimicos,
desde un incremento de la presion intravascular en la circulacion de
retorno, hasta un incremento de permeabilidad de la pared vascular o un
descenso en los niveles de moléculas que mantienen el liquido
intravascular (Clinica Universidad de Navarra).

En la esteatosis la grasa pierde su opacidad y se convierte en un gel
acuoso transliucido. Los factores de riesgo se pueden agrupar
fundamentalmente en dos categorias: nutricionales y de manejo, aunque
hay que tener también en cuenta una posible predisposicion genética.
Comunmente se observa en vacas viejas, este incremento podria estar
relacionado con alta produccion de leche, un largo intervalo entre partos,
etc. Otros factores de riesgo son la falta de espacio, una limpieza
insuficiente, humedad elevada, calor o mala ventilacion. Todos ellos

favorecen la aparicién de distintas patologias que generan un balance
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energético negativo y propician la movilizacion de tejido adiposo,
particularmente el desplazamiento de abomaso, la hipocalcemia, la
retencion de placenta, las mastitis y las metritis. Sucede rapidamente en
casos de anorexia, la inanicion o la caquexia. (Jiménez A.2016)

La Neumonia es compatible con el Sindrome Respiratorio Bovino
(neumonia, bronconeumonia, fiebre del transporte, pasteurelosis
neumonica), ocasionado por diferentes agentes patdgenos Vviricos,
bacterianos, fungicos y parasitarios. Sobrepoblacién, mala ventilacién y
alta humedad provocan agobio respiratorio a las becerras y las hace mas
susceptibles a la enfermedad respiratoria. (Gonzéalez K., 2017; Panciera 'y
Confer 2010)
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ANEXO H. PERMANGANATO DE POTASIO

Técnica de permanganato de potasio de Rijswijk y Heusden (1979)
Para realizar esta técnica, se emplean los siguientes pasos:
Permanganato de potasio al 5% 3 minutos.

Acido sulfurico al 3% 3 minutos.

Acido oxalico al 5% 3 minutos.

Dos lavados en agua destilada.
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