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Trabajos de Investigacion Polimero natural en implantes

ENSAYO DE TOXICIDAD DE UN POLIMERO
NATURAL PARA SU POSIBLE APLICACION
COMO IMPLANTE EN ANIMALES

MM Luna!, MC Brusa!, A Stornelli?, A Massone?

IServicio Central de Cirugia, 2Servicio Laboratorio,
’Instituto de Patologia «B. Epstein». Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de La Plata

RESUMEN: EI policarbonato (PC) es una extrusion de resina, polimero termopldstico duro,
transparente en su forma natural, resistente al impacto, posee las propiedades de un bioma-
terial. Las aplicaciones mads comunes del PC incluyen elementos de optica, catéteres, disposi-
tivos para biopsias e injertos 0seos y envases de medicamentos y alimentos. El objetivo es
establecer y comprobar la habilidad del PC para desarrollar una respuesta tisular apropiada
como posible implante orgdnico en un periodo de 180 dias. Se trabajo con conejos de raza New
Zeland para determinar si el implante induce toxicidad aguda o cronica. Para ello se implanto
el material de estudio en tejido subcutaneo, abdomen y se fijo en el fémur utilizando tornillos
convencionales de osteosintesis. Los estudios hematologicos, los procedimientos quirudrgicos y
exdamenes histopatologicos se llevaron a cabo en los Servicios de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. El resultado de dichos estudios permite
descartar la presencia de efectos toxicos agudos o cronicos en los animales de experiencia. El
aumento transitorio en los valores de las enzimas, pueden ser atribuidos al stress quirurgico
pues los mismos son similares a los hallados en el animal testigo. Se necesita repetir los
estudios para determinar su posible utilizacion en otras especies animales.

Palabras clave: policarbonato, implante, biomaterial, toxicidad, canino

THE TOXICITY OF A NATURAL POLYCARBONATE AS A POTENTIAL
TISSUE IMPLANT IN ANIMALS. AN INVESTIGATION.

ABSTRACT: Polycarbonate (PC) is an extrusion of a resin, a hard thermoplastic polymer,
transparent in its natural form and impact resistant. It possesses the properties of a biomate-
rial. It is frequently used in optics, production of catheters, biopsies instruments, bone im-
plants and containers for medicines and food. This study was designed to investigate the
capabilities of PC to elicit an acceptable tissular reaction when used as an organic implants.
PC plates were implanted in the subcutaneous tissue, abdomen and femur of pure bred New
Zeland rabbits, regardless of age and sex, to determine acute and chronic toxicity. The plates
were left in place up to 180 d. The results of this study indicate the absence of both acute or
chronic toxicity, although a transient increase of certain serum enzymes, possibly due to the
surgical stress, was observed. Further studies are needed in order to determine the potential
use of PC in other species.

Key word: polycarbonate, implant, biomaterial, toxicity, dog

Fecha de recepcion: 07/03/01 Fecha de aprobacién: 28/11/02

Direccién para correspondencia: M.Brusa, Servicio Central de Cirugia. Facultad de Clencias Veterina-
rias. Universidad Nacional de La Plata CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA.
E-mail: mbrusa®@fcv.unlp.edu.ar

ISSN 1514259-0 AnALECTA VETERINARIA 2002; 22, 2: 7-14 7



M. Luna y col.

INTRODUCCION

La busqueda de materiales alternativos
para la fabricacién de implantes de cirugia, surge
de la necesidad de encontrar aquel que retina las
mejores caracteristicas para una utilidad especi-
fica, sea su resistencia, fuerza, flexibilidad o valor
economico. Ademas de los metales, acero inoxida-
ble, titanio, aleaciones de cromo-cobalto, se utili-
zan polimeros, polietileno, polipropileno, nylon,
cianoacrilatos, teflon, poliuretano, caucho, silico-
nas y también materiales ceramicos y carbén.

El policarbonato (PC) es una extrusiéon de
resina, polimero termoplastico duro, transparen-
te en su forma natural, resistente al impacto, po-
see las propiedades de un biomaterial (13). Los
productores* de PC lograron estabilizar las unio-
nes de los grupos hidocarbonos, otorgandole pro-
piedades de compatibilidad sanguinea, resisten-
cia a la abrasion, coeficiente de friccion, resisten-
cia y degradacion en implantes (11).

El Instituto Nacional de Salud en 1987
define al término biomaterial como: “cualquier sus-
tancia o droga, o combinacién de sustancias sin-
téticas o naturales que pueden ser usadas en un
periodo de tiempo como un todo o en una parte de
un sistema para reemplazar algiin tejido, 6rgano
o funcion del cuerpo” (12). Se denomina biocom-
patibilidad a la habilidad del material de no pro-
ducir alteraciones en los tejidos circundantes ni
originar respuesta inmunolégica en su aplicacién
especifica (12).

Las aplicaciones mas comunes del PC in-
cluyen elementos de optica, catéteres, dispositi-
vos para biopsias e injertos 6seos y envases de
medicamentos y alimentos.

El objetivo es establecer y comprobar la
habilidad del PC para desarrollar una respuesta
tisular apropiada como posible implante organico
en un periodo de 180 dias.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con cuatro conejos de raza New
Zeland provistos por el bioterio de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de La Pla-
ta.. Se destinaron: conejo N° 1 testigo; conejo N° 2
para determinar toxicidad aguda; conejos N° 3 y
4 para determinar toxicidad cronica. El examen
clinico de los animales confirmé su buen estado
general y sanitario. Previa iniciacién de las expe-
riencias se les realiz6 la correspondiente evalua-
cién hematolégica y serologica. Los estudios san-
guineos se llevaron a cabo en el Servicio Central

de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias. Las muestras de sangre se extrajeron de
la vena marginal de la oreja con etilen diamino
tetracético (EDTA) y sin anticoagulante para la ob-
tencién de suero. Se realiz6 recuento de glébulos
rojos (GR), de glébulos blancos (GB), hematocrito
(Hto), dosaje de concentracién de hemoglobina (Hb)
por método colorimétrico A y frotis tefiido con May
Grunwald Giemsa (MGG) para la observacién de
morfologia celular y formula leucocitaria relativa.
Las enzimas aspartato amino transferasa (AST),
alanino amino transferasa (ALT) y fosfatasa alca-
lina (FA) se dosaron por test cuantitativo colori-
meétrico /.

Los procedimientos quiruargicos se llevaron
a cabo en las instalaciones del Servicio Central de
Cirugia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata., ajustandose
a los principios de la cirugia aséptica.

Experiencia: Pruebas pre-clinicas de toxici-
dad aguda y croénica.

Los conejos se prepararon para cirugia con
un ayuno de solidos de seis horas. Los animales
se anestesiaron con una combinacién de clorhi-
drato de ketamina (35 mg/kg), xilazina (5 mg/kg)
y maleato de acepromacina (0,75 mg/kg) admi-
nistrados por via intramuscular.

Conejo N°1.

Se realiz6 una laparotomia por linea media,
de seis centimetros de longitud. Para la sintesis
de la pared abdominal se utilizé poligalactina 910
3/0 y para la sutura de la piel nylon monofila-
mento 3/0. Se administré oxitetraciclina 200 mg,
por via subcutanea como dosis Uinica y total

Conejo N° 2.

Se realizé una laparotomia por linea media
de seis centimetros de longitud. Se implant6 una
placa rectangular de policarbonato compacto de
4 x 20 x 50 mm, con dos orificios de 2 mm de
diametro. La placa se esterilizé6 en autoclave. La
misma se coloco en la cavidad peritoneal y se fijo
a la pared abdominal mediante un punto de su-
tura con poligalactina 910 3/0 pasado a través
de los dos orificios. Para la sintesis de los tejidos
se procedié de manera similar al conejo N° 1.

En el mismo procedimiento operatorio se
implanté otra placa de policarbonato de las mis-
mas caracteristicas que la anterior en el tejido
subcutaneo de la regioén de la espalda, accedien-
do por una incisién cutanea de seis centimetros
de longitud. Se fijo al tejido subcutaneo con el

8 ANALECTA VETERINARIA 2002; 22, 2: 7 -14

ISSN 1514259-0



Polimero natural en implantes

9
80 =\
70 \
60 - —e— Hto
50 | A / Y —m—Ho
40 M + —a—Gr
30 \e/‘\e// Gb
20
10 | p—8 —a—35

0

450 ¢

200 A .

350 / m

300 o —e—AST
250 / L] \ —m—ALT
200 //\\ —Aa—FA
wso L1/ \\

S /A

1 2 3 4 5 6

Figura 1. Registro de las principales variables he-

matolégicas en el conejo n° 1
Fig.1 Main changes in hematologic parameters i rabbit n°® 1

mismo material de sutura.

En el postoperatorio se aplicé 200 mg de oxi-
tetraciclina por via subcutanea. El conejo se man-
tuvo en las mismas condiciones que el testigo

Conejo N° 3:

Se abordo el cuerpo del fémur a través de
una incision lateral. Se implant6 en la cara cra-
neal de la diafisis femoral una placa de policarbo-
nato compacto de 3 x 10 x 40 mm, con dos orifi-
cios de 4 mm de diametro. Se fij6 al hueso utili-
zando la técnica convencional para la colocacion
de placas de osteosintesis, con dos tornillos corti-
cales de acero de 3,5 x 15 mm. En el momento de
realizar los agujeros para la colocacién de los tor-
nillos se produjo una fractura laminar longitudi-

Figura 1. Registro de las principales variables

enzimaticas en el conejo n° 1
Fig.1 Main changes in enzymes parameters i rabbit n° 1

nal del hueso, la cual se redujo e inmoviliz6 con la
misma placa. El material de sintesis utilizado fue
poligalactina 910 3/0 para la fascia y nylon mo-
nofilamento 3/0 para la piel. En el post operatorio
se administré 200 mg de oxitetraciclina y 2 mg de
clorhidrato de nalbufina por via subcutanea. El
conejo se mantuvo en las mismas condiciones de
manejo que el resto de los animales.

Conejo N° 4:

Se realizaron los mismos procedimientos
quirargicos detallados en el conejo N° 3. En este
caso el hueso no se fracturé. En el postoperatorio
se administr6é 200 mg de oxitetraciclina y 2 mg de
clorhidrato de nalbufina por via subcutanea. El
conejo se mantuvo en las misma condiciones de
manejo que el resto de los animales.

Tabla 1. Variacion en los valores del hemograma y enzimas plasmaticas previos (azul) y posteriores

(negro) a la cirugia del conejo n° 1.

Table 1. Changes in hematologic and chemical parameters before (blue) and after (black) sergery in rabbit n°® 1.

Férmula leucocitaria Ind. Hemat. Bioquimica
Fecha | Hto.| Hb. GR GB |[NS|NB |[E|B| L |M | hcm | vem | chcm |[AST| ALT | FA
18/8 |37 |12.6 |5291x10%[4000|36|0 |4|0|55|5 |24.2 |71 34 18 |21 341
23/8 |30 |13.2 |4290x10%|6100|64 |0 |2|0(34|0 |31.4 |71.4 |44 470 |265 |329
27/8 |33 |--- 4779x10% | 6600 |26 |0 110|722 70 29 |35 325
31/8 |30 |12.8 |4290x10%|8050|26|0 |0|0|73|1 |30.4 |71.4 |42.6 |28 |60 400
2/9 |37 |13.4 |5291x10%(8550(47 |0 |0|0[48 |5 |25.7 |71.1 |36.2 |23 |41 356
6/9 |40 |12 5720x10% 7050|420 |0|0|55|3 |21 70.1 |30 25 |39 330

ISSN 1514259-0
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M. Luna y col.

Tabla 2 Modificacion de los valores del hemograma y enzimas pre (azul( y post (negro) cirugia del

conejo n° 2.

table 2.Changes in hematological and chemical parameters before (blue) and after (black) surgery in rabbit n°2.

Férmula leucocitaria Ind. Hemat. Bioquimica
Fecha | Hto. | Hb. GR GB |[NS| NB |E|B| L M hc | vem | chc | AST | ALT | FA
m m

18/8 |43 |15.3 |6149x10%(4800 |20 |1 110]72 |6 25 |70.4 |35.5(20 21 |338
23/8 |31 13.7 4433x10% | 7000 |76 |0 1{0(22 |0 31 70.4 44.1 | 740 265 |319
27/8 |31 |- 4433x10% | 8300 |21 |0 21077 |0 70.4 23 35 | 298
31/8 |32 11 4576x10% | 10000 |49 |1 6044 |0 244 |71.1 34.3 |30 24 408
2/9 |38 13.6 5434x10% 6250 |36 |0 3(1(60 |0 25.1 |70.3 35.7 |8 19 129
1479 130 10.8 4290x10% | 8150 |28 |2 00|65 |5 25.7 |714 36 13 26 | 228
3079 |28 11.6 4004x10% | 7750 |33 |1 1051 |4 29 |70 41.1 |35 38 180
(zz) 1
(zz) eutanasia

120 800
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Figura 1. Registro de las principales variables he-

matologicas en el conejo n° 2
Fig.1 Main changes in hematologic parameters i rabbit n°® 2

RESULTADOS

Se efectuaron estudios hematolégicos y se-
rologicos seriados de cada conejo en los dias si-
guientes a la intervencion (Tablas 1, 2, 3y 4).

Conejo n° 1 (testigo): En el postoperatorio se
lo mantuvo en jaula y no se registraran alteracio-
nes en su estado general. La cicatrizacion de la
herida no present6é complicaciones.

Figura 1. Registro de las principales variables

enzimaticas en el conejo n° 2
Fig.1 Main changes in enzymes parameters i rabbit n° 2

Conejo n® 2: Se efectud la eutanasia y ne-
cropsia a los cuarenta dias del posoperatorio con
el fin de realizar los estudios anatomo e histopato-
logicos de las visceras y del tejido circundante al
material implantado. Los estudios se realizaron en
el Instituto de Patologia Bernardo Epstein de la
Facultad de Ciencias Veterinarias.

El informe de los resultados es:
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Figura 1. Registro de las principales variables he-

matolégicas en el conejo n° 3
Fig.1 Main changes in hematologic parameters i rabbit n° 3

Anatomopatologico: sin lesiones de caracter
diagnostico. Se hallan dos placas de policarbona-
to compacto en subcutaneo y cavidad peritoneal
(foto n® 1).

Histopatologico de higado, bazo, reaccion en
peritoneo y subcutaneo: Escasa reaccion inflama-
toria con escasa cantidad de macrofagos. No se
observan polimorfonucleares.

Conejo n° 3: A los veinte dias de operado se
realiz6 el control radiografico para determinar la
presencia de cambios radiolégicos en el hueso. Se

Figura 1. Registro de las principales variables

enzimaticas en el conejo n° 3
Fig.1 Main changes in enzymes parameters i rabbit n° 3

observaron imagenes compatibles con el proceso
de consolidacién normal de la fractura. La cicatri-
zacion de la herida no presenté complicaciones ni
se registraron alteraciones en su estado general.
Se efectud la eutanasia y necropsia a los treinta
dias con la finalidad de realizar los estudios
anatomo e histopatolégicos de las visceras, hueso
y tejido circundante al material implantado. El
informe de los resultados es:

Anatomopatolégico: Se observa en el fémur
izquierdo una linea de fractura con perfecta apo-

Tabla 3. Modificacién de los valores del hemograma y enzimas pre (azul) y pos (negro) cirugia del

conejo n° 3.

Table 3. Changes in hematological and chemical parameters before (blue) and after (black) surgery in rabbit n° 3.

Férmula leucocitaria Ind. Hemat. Bioquimica
Fecha | Hto. | Hb. GR GB [NS| NB |[E|B|L|M|hem|vem| chem | AST | ALT | FA
18/8 |38 |13.6 |5434x10%(6850| 15| O |2 |0 |78| 5 |25.1 |70.3|35.7 17 |25 |362
27/8 |37 |- 5291x103|7400 (32| 0 [(4]|0|64]| 0 71.1 20 |24 |323
31/8 |36 |11 |5200x10%|9850 65| O |0 |0 |35 0 [21.1 |69.2 |30.5 48 | 106 |443
2/9 |30 |10.6 |4290x10%|8600|33| O |0 |0 |57| 10252 |[71.4 (353 11 24 156
14/9 |30 |11 |4404x10%|9100(33 | O [0 [0 |56| 1 |25 68 |36,6 13 |24 |160
3079 |31 |11,5 |4433x10%|9250 | 32 1 31062 2 |26,1 [70,4 |37 15 |25 |288
7z

(zz) eutanasia
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Tabla 4. Modificacién de los valores del hemograma y enzimas plasmaticas pre (azul) y pos (azul)
cirugia del conejo n° 4.
Table 3. Changes in hematological and chemical parameters before (blue) and after (black) surgery in rabbit n° 4.

Férmula leucocitaria Ind. Hemat. Bioquimica

Fecha | Hto. | Hb. GR GB [NS|NB | E|B|L| M| hem | vem | Chem | og | ALT | FA
T
18/8 |47 16.1 |6421x10% (4750 |26 |0 0 |0 |70 |4 24 70 34.2 14 |21 |332
27/8 139 |- 5557x10%| 8200 |41 |0 1 |0 |58 |0 70.9 41 18 [119
31/8 |36 10.7 |5148x10%| 11250 |52 |1 0 |2 (45 |0 20.9 70.5 29.7 85 |74 |504
2/9 |30 11.3 [4250x103|17150 (61 |0 0 [0 |23 |16 |26.9 71.4 37.6 10 |14 |113
14/9 |32 12.2 | 4576x103% (12050 |41 |0 1 |0 |53 |5 27 71.1 38 22 |23 |241
29/10 | 32 12 |4576x103|9650 |49 |1 0 [0 |50 |0 26.6 70 37.5 7 79 | 243
14/11 |33 12 |4850x10%|9860 |51 |0 0 [0 [49 |0 25 68 36,3 9 67 |250
30/11 | 32 12,3 |4750x10% (9500 |47 |0 0 |1 |47 |5 26,1 55,3 38,4 11 (65 |270
15/12 | 30 11,9 |4850x103|9670 |50 |1 0 |0 |47 |2 248 |62 39,6 16 |52 |256
30/12 | 32 12 | 4575x10%|9850 |52 |0 0 |1 [46 |1 26,6 71 37,5 22 |38 |165
10/03 | 35 13 |5000x10°|10700 |50 |0 2 10 [47 |1 26 70 37 14 |24 |74
zz

(zz) eutanasia

sicion de los cabos 6seos. El callo sobre ella for-
mado presenta superficie lisa, sin adherencia a
tejidos vecinos. La placa de PC colocada sobre la
fractura se encuentra perfectamente inmovilizada
sobre el hueso, sin adherencias a musculos y sin
presencia de exudados sobre su superficie. El resto
de los 6rganos no presentan lesiones diagnosti-
cas.

180

160 K

140

120 /
100 /)é

80
60

o ey

20

—e— Hto
—m—Hb
—Aa—Gr
—x—Gb

12 3 45 6 7 8 910

Figura 1. Registro de las principales variables he-

matologicas en el conejo n° 4
Fig.1 Main changes in hematologic parameters i rabbit n° 4

Histopatolégico : callo de fractura, con con-
drocitos, osteocitos, vasos de noviformacion e ini-
cio de calcificacion de la matriz 6sea. (Foto n°® 2.
H&E 10x) No se observan exudados ni células in-
flamatorias. El resto de los érganos estudiados
(musculo, rindén, bazo, higado, pulmén y corazon)
no presentan lesiones diagnoésticas.

600

500 A

400 /\

300

—e—AST
—m—ALT
—Aa—FA

200

LY

12 3 456 7 8 910M1

100

Figura 1. Registro de las principales variables
enzimaticas en el conejo n° 4
Fig.1 Main changes in enzymes parameters i rabbit n° 4
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Foto n 1. Placa de policarbonato en cavidad peri-
toneal.
Photo n 1. PC plate in abdominal cavity.

Polimero natural en implantes

Conejo n® 4: Al cuarto dia de operado se
detect6 la formacion de un absceso en la zona de
la herida quirargica. Se realiz6 el drenaje del mis-
mo y se continud con la antibi6ticoterapia hasta
su resolucién. Se realiz6 el control radiografico a
los veinte dias para determinar la presencia de
cambios radiologicos en el hueso, observandose
imagenes normales. Se efectud la eutanasia y ne-
cropsia a los ciento ochenta dias con la finalidad
de realizar los estudios anatomo e histopatologi-
cos de las visceras, hueso y tejido circundante al
material implantado. El informe de los resultados
es:

Anatomopatolégico: sobre el fémur izquier-
do se observa una placa de PC fijada con tornillos
al hueso, sin adherencia a tejidos vecinos y sin
reaccion periostial evidente (foto n° 3).

Histopatologico: el hueso y el periostio sobre
los que se hallaba la placa de PC no presenta le-
siones ni presencia de exudado y células inflama-
torias. El resto de los érganos estudiados no pre-
sentan lesiones diagnésticas.

Foto n 2. Histopatologia del callo de fractura.
Phot o n 2. Histological view of callus.

ISSN 1514259-0

ANALECTA VETERINARIA 2002; 22, 2: 7-14 13



M. Luna y col.

Foto n° 3. Placa en fémur.
Photo n° 3. PC plate in femur.

DISCUSION

Las alteraciones en los resultados de los es-
tudios serologicos, representados por el aumento
transitorio en los valores de las enzimas, pueden
ser atribuidos al stress quirtrgico pues los mis-
mos son similares a los hallados en el animal tes-
tigo. El posterior descenso y mantenimiento de los
valores basales a mediano y largo plazo (180 dias)
ponen de manifiesto la ausencia de efectos téxi-
cos del material implantado (3, 10).

La leucocitosis neutrofilica registrada en el
conejo N° 4, se asocia a la formacién del absceso
descripto.

Los resultados de la observacion histopato-
loégica de los diferentes 6rganos blanco, en con-
tacto directo o no con el implante, tampoco mos-
traron signos de anormalidad.(g)

El proceso de cicatrizacién 6sea, evaluado
por seguimiento radiolégico y por estudio anatomo
e histopatologico no mostré signos de anormali-
dad y se produjo en el tiempo esperado.

El material implantado no genera efectos
toxicos agudos o crénicos en el conejo durante el
lapso de tiempo establecido en 180 dias.

El material implantado no interfiere con el
proceso bioloégico de cicatrizacién de los tejidos
blandos y duros.

Los resultados permiten pensar en la posi-
ble utilizacion del PC en otras especies animales.

* Polymer Technology Group
A reactivo de Drabkin
N Reflotrom tipo IV Boehringer Mannheim
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Trabajos de Investigacion Proteinogram in citrus pulp supplemented cows

FRESH CITRUS PULP SUPPLEMENTATION EFFECTS ON WEIGHT
GAIN AND PLASMA PROTEIN OF WINTERING COWS

JA Coppo, NB Coppo, MA Revidatti, A Capellari, JM Navamuel, SA Fioranelli

Catedras de Fisiologia y Zootecnia General,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Nordeste.

ABSTRACT . Fresh citrus pulp is an energy supplement (IDN > 80%) with low protein concen-
tration (7-8%), that is reason why it requires additional nitrogen when it is feed to growing
cattle. In order to verify the effect of a citrus by-product (without nitrogen addition) on live
weight gain and nitrogen plasma parameters, 80 wintering half-bred zebu cows grazed on
native grassland, were used. During 2 consecutive years, twenty animals were allotted to
control (C) and another 20 were supplemented (S) with fresh citrus pulp (15 + 3 kg/animal,
during 4 months). Periodic weighing and blood sampling were carried out at 0, 30, 60, 90 and
120 days. Data were statistically processed using a repeated measures design, with mean
comparisons by orthogonal contrasts. In both years, S registered higher live weight change
rates (492 versus 304 and 352 versus -73 g/animal/day), total protein (8.18 + 0.41 versus
7.30 + 0.33 and 7.95 + 0.38 versus 7.18 + 0.39 g/dl), albumin (3.57 + 0.36 versus 2.92 + 0.35
and 3.20 + 0.37 versus 2.59 + 0.32 g/dl), y globulin (2.80 + 0.46 versus 2.64 + 0.42 and 3.23
+ 0.40 versus 3.12 + 0.44 g/dl) and urea (0.30 + 0.08 versus 0.24 + 0.05 and 0.30 + 0.05
versus 0.26 + 0.07 g/1). Differences were significant (p < 0.05) in many cases. The a and 3
globulins fluctuated irregularly, and the albumin / globulin ratio increased in S and decreased
in C. Mean comparison tests showed that in most of the cases the differences between C and
S began to be significant at day 60 of the study. Proteic metabolism nutritional indicators
improvement and weight gains reveal that this cheap industrial residue is useful for fattening
of wintering cows, yet without nitrogen addition.

Key Words: citrus pulp, supplementation, wintering cows, weight gain, plasma protein

EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON PULPA FRESCA DE
CITRUS SOBRE LAS GANANCIAS DE PESO Y PROTEINAS
PLASMATICAS DE VACAS DE INVERNADA

RESUMEN: La pulpa fresca de citrus es un suplemento energético (IND > 80%) con escasa
concentracion proteica (7-8%), por lo que requiere nitrogeno adicional cuando se destina a la
alimentacion de ganado en crecimiento. El proposito de este trabajo fue verificar el efecto de
este subproducto agroindustrial (sin refuerzo nitrogenado) sobre las ganancias de peso y los
parametros plasmadticos nitrogenados de vacas de invernada cruza cebu (n = 80) mantenidas
sobre pastura natural. En dos anios consecutivos, 20 animales operaron como controles (C) y
otros 20 fueron suplementados (S) con pulpa fresca de citrus (15 + 3 kg/animal, durante 4
meses), efectuandose pesajes y muestreos sanguineos a los 0, 30, 60, 90 y 120 dias. Con
relacion a C, las estadisticas finales para cada afio indicaron que en S se registraron mayores
cambios de peso (492 versus 304 y 352 versus -73 g/animal/dia), asi como mas altos niveles
de proteinas totales (8.18 versus 7.30 y 7.95 versus 7.18 g/dl), albuminas (3.57 versus 2.92
y 3.20 versus 2.59 g/dl), y globulinas (2.80 versus 2.64 y 3.23 versus 3.12 g/dl) y urea (0.30
versus 0.24 y 0.30 versus 0.26 g/l), diferencias que en varios casos fueron significativas (p <
0.05). Los valores de o y B globulinas fluctuaron irregularmente, en tanto que la relacion albu-
minas / globulinas aumentd en S y disminuyo en C. La mejora de los indicadores nutriciona-
les del metabolismo proteico y las ganancias de peso revelan que este economico residuo
industrial es titil para el engorde de vacas de invernada, atn sin adicion nitrogenada.

Palabras Claves: pulpa de citrus, suplementacion, vacas de invernada, ganancia de peso,
proteinas plasmaticas
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INTRODUCTION

Up to now, in the northeast of Argentina exist
about 10 millions cattle, half of which are bred in
Corrientes Province. The seasonal growth of na-
tive grassland is the main obstacle for regional live-
stock development, and average meat production
is about 30 kg/ha/year. Most of the year, native
grasses have low nutritive value, with dry matter
digestibility lower than 50% and significant ener-
getic-proteic deficiencies in winter, with protein
levels of 4% and metabolizable energy rates of 1.8
to 2 Mcal/kg dry matter, DM (1).

Energetic-proteic supplementation using in-
expensive regional by-products was identified as
one of the main demands of beef cattle producers
in a survey conducted by INTA (2). The area has
plenty of citrus plantations, as well as fruits juice
factories. Citrus pulp is a by-product of citric juice
industries. It has high energy value as ruminant
food (3, 4). However, due to limited protein con-
centration, it is necessary to add nitrogen from
another source when the diet is being balanced
for growing animals (5).

Cow-calf operations based on British x Zebu
(BxZ) cattle predominates in the region; this rustic
crossbreed is more efficient using nutrients than
others bovine breeds (6). In such systems, older
and reproductive unsuccessful cows are normally
culled after fattening in late autumn, as a low price
category (“conserve”, for canned meat). In order
to optimize economic yield, the current strategy
consists of improving the animals winter feed
through supplementation, thus obtaining a fat-
tened cow in early spring, when the price of this
type of cattle increases (7).

The purpose of this study was to verify live
weight change (LWC) and potential modifications
of some nitrogen biochemical indicators in BxZ
wintering cows grazing native grassland and
supplemented exclusively with citrus by-products
(without addition of nitrogen), in a subtropical area
characterized by scarce quality and quantity of
feed.

MATERIAL AND METHODS

The studies were carried out in the Bella
Vista Department, of the Corrientes province in
Argentina. A total of 80 BxZ wintering cows were
maintained in two paddocks with a homogeneous
quantity and quality of native grassland (NG). It
was mainly composed with Paspalum notatum,
Paspalum dilatatum, Desmodium sp, Trifolium sp,
Andropogon lateralis, Sorghastrum agrostoide,

Schizachirium spicatum, Aristida sp., Vicia sp., Aca-
cia coven, Celtis spinosa, and Geofroea decorticans.
Twenty cull-type cows were supplemented for 4
months (autumn-winter) with 15 £ 3 kg/animal/
day of fresh citrus pulp (supplemented group, S),
while the remaining 20 (control group, C) did not
receive any supplementation. The same experi-
mental design was repeated the following year, with
animals of similar characteristics.

In both years, studies began in late autumn
(June). Both groups were set stocked (0.6 animal/
ha) on NG, which had an average pasture cover of
2,200 and 1,800 kg of DM/ha in the 1%t and 2
year, respectively. DM in vitro digestibility (IVD),
crude protein (CP) and energy density (ED) of NG
were 48%, 4-6% and 1.7-1.8 Mcal ME/kg DM.
The pasture offer (DM per animal) was 3,600 kg
in the first year and 3,000 kg during the second
year.

The nutritional characteristics of offered cit-
rus pulp were: DM 21%, CP 7.6%, crude fiber
17.7%, ether extract 4.5%, ash 4.5%, nitrogen-
free extract 65.7%, phosphorous 0.17%, calcium
0.54%, sodium 0.03%, potassium 0.50%, mag-
nesium 725 mg/kg, manganese 15 mg/kg, zinc
78 mg/kg, iron 83 mg/kg and copper 15 mg/kg,
and 3.62 Mcal of gross energy per kg DM. Aver-
age IVD was 87%.

During both years, animals were weighed,
and jugular venepuncture blood samples were
collected at days 0, 30, 60, 90 and 120 of the
trial. Clotted blood was centrifuged (700 g, 10 min)
in order to obtain serum, which was kept at 4 °C
until assayed. Total protein (biuret method, 540
nm, Wiener reagents) and urea (urease technique,
546 nm, GT-Lab reagents) were measured in a
Gilford-Beckman photometer. Protein fractions
were separated by electrophoresis in a Chemar
CHF-I-3 apparatus, on cellulose acetate support
(Bio-systems), veronal buffer (Merck), amido-
schwartz coloration (Biopur), and evaluated by us-
ing a Citocon 440 densitometer (8, 9).

Statistically, initial homogeneity was verified
by the overlapping of confidence intervals (95%
CI) and the normality of distribution was assessed
using the Wilk-Shapiro test (WS). Parametric de-
scriptive statistics included indicators of central
tendency (arithmetic mean, x) and dispersion
(standard deviation, SD). Analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures was calculated,
including the significance of the treatment and time
effects, as well as the interaction between them.
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Table 1. Descriptive statistics (x = SD) in supplemented (S) and control (C) animals.
Tabla 1. Estadisticas descriptivas (x + DE) en animales suplementados (S) y controles (C).

year 1 year 2
parameter lot
initial (n = 20) final (n = 20) initial (n = 20) final (n = 20)
. . C 406.5+33.2 443.0+285* 383.8+37.6 375.0 £ 35.3
live weight (kg)
S 428.0+39.3 487.1+31.8* 390.5+30.8 432.8 £ 259 *
total protein (g/dI) C 7.40 £0.32 7.30 £ 0.33 7.36 £ 0.35 7.18 £0.29
S 7.31 £0.26 8.18+0.41* 7.42+0.34 7.95+0.38 *
. C 3.08 £ 0.20 2.92 +0.35 3.07 £0.28 2.59£0.32 *
albumin (g/dl)
S 3.05 £0.27 3.57+0.36* 2.89+0.23 3.20£0.37 *
o globulin (g/dl) C 0.73 £0.10 0.75£0.13 0.65+0.11 0.61 £ 0.08
S 0.77 £0.08 0.83£0.12 0.62 + 0.09 0.65+0.13
+ + + +
B globulin (g/dl) C 0.96 +£0.13 0.99 £0.19 0.88+0.14 0.86+0.11
S 0.94 £0.18 0.98 £0.12 0.85 + 0.09 0.87 £0.10
v globulin (g/dl) C 2.63 £0.40 2.64 £0.42 2.76 £ 0.33 3.12+0.44
S 2.55+£0.31 2.80+046* 3.006x0.41 3.23+0.40 *
alb. /glob. ratio C 0.71 £0.08 0.67 £0.12 0.72 £ 0.09 0.56 = 0.07
S 0.71 £0.10 0.77 £ 0.08 0.64 +0.10 0.67 £0.11
C 0.33 £0.04 0.24+£0.05* 0.31+£0.04 0.26 £ 0.07 *
urea (g/])
S 0.34 £ 0.04 0.30 £ 0.08 0.32 £ 0.06 0.30 £ 0.05

* final data statistically different from the initial (p < 0.05)

Following the ANOVA, the significance of differ-
ences between groups C and S on each day was
estimated by orthogonal contrasts. Correlation was
obtained by Pearson method (10). Statistical sig-
nificance in this paper refers to the 5% level (p <
0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Descriptive statistics of supplemented and
control groups during two years are shown in Table
1. Obtained values are in agreement to those re-
ported with similar crossbreed, age, feeding type
and geographical area (11). For each parameter,
initial values were statistically homogeneous (CI +
95%) and distribution (WS) was close to the nor-
mal (10).

Total LWC was significantly higher in S than
in C, in both assays. During the first year, cli-
matic benign winter promoted a higher pasture
availability (2,200 kg DM/ha), so the LWC were
higher in S (492 g/animal/day) than in C (304 g/

animal/day). During the second year (harsh), pas-
ture yield was lower (1,800 kg DM /ha) and con-
trol cows lost weight (-73 g/animal/day) while S
showed only gains of 352 g/animal/day.

Treatment and time effects were significant
in both groups, while the interaction treatment by
time was not significant. Means comparisons by
orthogonal contrasts revealed that LWC differences
between C and S began to be significant at day 30
in both, the first and second year. Figure I shows
the average LWC registered at every sampling date,
standing out the biggest final gains in S.

Previous studies (12) had shown that when
supplementing wintering half-bred zebu cows with
brewery residues, there were positive LWC in
supplemented groups (314 g/animal/day) and
losses in control groups (-128 g/animal/day).
Furthermore, in northeastern Argentina, a study
using the same type of cattle supplemented with
cottonseed showed increases of 292 g/animal/day,
whereas controls only gained 51 g/animal/day
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Figure I. Weight gain evolution in supplemented (S) and control (C) animals.
Figura . Evolucion de la ganancia de peso en animales suplementados (S) y controles (C).
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Figure II. Total protein evolution in
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supplemented (S) and control (C) animals.

Figura II. Evolucion de proteinas totales en animales suplementados (S) y controles (C).

(13). By offering increased amounts of citrus pulp
(14) or citric residues mixed with other comple-
ments (15), some researchers obtained weight
gains from 236 to 1100 g/animal/day.

Total protein (TP) decreased in C during both
years (Table 1), although only in the 2™ year dif-
ferences were statistically significant (p < 0.05). S
increased significantly TP in both experiments.
There was no time x treatment interaction for these
parameters. Differences between treatments were

significantly stood out after 60 days of assays (Fig-
ure Il). Similar results as TP were showed by albu-
mins in both assays. However, differences between
C and S began to be statistically significant at day
30 (year 1) and day 60 (year 2) (Figure III).

Serum protein makes up the cow nutritional
chemistry panel (8). To synthesize albumin, fibrino-
gen, and 50% of globulins, the liver requires amino
acids, coming directly or indirectly from the diet
(11, 16), and immune system needs be able to
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Figure III. Albumin evolution in supplemented (S) and control (C) animals.
Figura III. Evolucion de albuminas en animales suplementados (S) y controles (C).

elaborate the remaining 50% of globulins (anti-
bodies). Plasmatic decreases of total protein in C
should be related to the pasture winter impover-
ishment (17) and increases in S to the additional
nitrogen supplied (18).

Less food availability in winter could cause
the decline of this parameter in C (17), while the
enhance in S should necessarily be by the supple-
mentation: albuminemia changes directly propor-
tional to the protein intake (8, 19), decreasing in
subnutrition, malabsorption, hepatopathy and
other illness (8, 9).

There was not significance (p < 0.05) in o
globulins for treatment, time, or treatment x time
effects. Orthogonal contrasts did not detect differ-
ences between means. The levels of this proteic
fraction usually are modified by inflammations,
hepatic, renal and other dysfunctions (16). a globu-
lins include the high density lipoproteins (HDL),
in charge of the cholesterol reverse transport sys-
tem; dietary lipid excess increases HDL in rumi-
nants (11, 20). Evidently, the quantity of citrus
pulp ether extract (4%) was not enough to alter
the proteinogram in S.

No treatment, time, or treatment x time ef-
fects were detected for  globulins. However, they
presented a trend similar to those of LWC. B globu-
lins are important from a nutritional point of view,
because they make the cholesterol direct trans-
port (LDL), and mobilize heavy metals (Fe, Zn, Cu),
vitamin D and some hormones (11).

v globulins increased significantly in S, in

both years. In the case of C, they dropped in the
2 year (p < 0.05), with no change in the first
trial. Treatment and time effects were significant,
but not their interaction. Significant differences
between means started at day 60. Besides giving
viscosity to the plasm, generating coloidosmotic
pressure, and participating in the acid-base bal-
ance, y globulins operate as antibodies and, like
others seric proteins, they could be altered by sub-
nutrition (8, 11).

The albumins / globulins ratio decreased in
C (significantly during the second year). Although
protein content of citrus pulp was low, when a more
climatically rigorous winter was presented (lower
quantity and quality of NG), supplementation was
able to maintain the albumins / globulins ratio.

Urea was initially homogeneous in both
groups of each assay (IC £ 95%), but progressively
decreased along the trials in C (p < 0.05). Treat-
ment and time effects were significant. Treatment
effect began to be different at 60 and 30 days, for
the 1st and 27¢ year, respectively (results not
shown).

Plasma urea level is able to indicate the
quantity of nitrogen contained in diet; thus, its
decrease in C should be related with CP deficit
(19). Citrus pulp addition attenuated the decrease
of urea (9). During cattle growth (calves, steers,
heifers), citrus pulp should be accompanied with
urea to increase the nitrogen supply, avoiding the
fall of ruminal ammonium (21). This fact would
not be so important in fattening animals as win-
tering cows, because just the citrus pulp supple-
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ment (7.6% CP) was able to keep stable blood urea
values.

In S, LWC significantly correlated with TP (r
= 0.98, p = 0.0003) and albumin (r = 0.93, p =
0.02), while albumin revealed positive lineal asso-
ciation with TP (r = 0.90, p = 0.03), during the 1
year. In the 279 one, significant correlation between
LWC and albumin (r = 0.97, p = 0.004) was regis-
tered in S.

Secondary effects attributed to the supple-
ment were not verified. It is known that citrus pulp
could produce ruminal parakeratosis in calves (22);
in adult ruminants, it could cause diarrhea (18)
and carry viscerotropic pesticides (23), as well as
hemorrhage-causing aflatoxins like citrinin (24).
In birds it causes hepatomegaly, with up to 97%
mortality (18). References about hepatic alterations
induced in ruminants by citrus residue ingestion,
such as those reported for other agroindustrial by-
products as cottonseed (25), were not found.

In conclusion, the results of this study sug-
gest that citrus pulp, without nitrogen addition, is
able to increase weight gain and plasma concen-
trations of total protein, albumin and yglobulin in
supplemented wintering cows (p < 0.05). Increase
of weight correlated significantly with plasma in-
creases of total protein (first year) and albumin
(both years). The supplementation with this
agroindustrial residue is able to lessen plasma urea
decrease by the winter pasture impoverishment,
and did not cause undesirable secondary effects.
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MODIFICACIONES DE LOS RESIDUOS AZUCARES EN LOS
GLUCOCONJUGADOS DE LAS GLANDULAS SALIVALES LINGUALES
DEL POLLO DURANTE SU DESARROLLO Y CRECIMIENTO

ME Samar!, RE Avila?, A Massone?, L Olmedo!, FP Marino?

Departamento de Biologia Bucal. Facultad de Odontologia'. II Catedra de Biologia Celular, Histolo-
gia y Embriologia. Facultad de Ciencias Médicas?. Universidad Nacional de Cérdoba. Instituto de
Patologia Bernardo Epstein. Facultad de Ciencias Veterinarias®. Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN: En vista del escaso conocimiento sobre las secreciones de las glandulas salivales
menores de las aves, el proposito del presente trabajo fue investigar la naturaleza y variacio-
nes de la fraccion hidrocarbonada en glandulas linguales del pollo durante su desarrollo
embrionario y posnatal. Lenguas de embriones de 9 a 19 dias, pollos recién nacidos y adultos
se procesaron para PAS, Alcian blue y lectinhistoquimica. Los esbozos glandulares aparecie-
ron en embriones de 9 dias. Desde los 15 dias aparecio una secrecion PAS positiva y alciano-
fila a pH 2.5, en glandulas linguales anteriores y posteriores. Desde los 19 dias los glicosami-
noglicanos sulfatados se localizaron en las células mucosas de las glandulas posteriores y
aumentaron hasta la edad adulta. Por el contrario, los glicosaminoglicanos no sulfatados
predominaron en las glandulas anteriores. La afinidad variable de estas glandulas con las
diferentes lectinas dependio del tipo de lectina, edad del ave y fraccion glandular. Nuestros
resultados indican que: a) Los cambios histoquimicos se relacionan con el desarrollo y la
maduracion celular, cumpliendo probablemente algunos azicares un rol en la induccion y
regulacion en las primeras etapas de la diferenciacion glandular. b) La heterogeneidad del
contenido de azucares en las gldandulas linguales anteriores y posteriores indicaria que cum-
plen diferentes funciones.

Palabras clave: embrion de pollo, lengua, glandulas salivales, glucoconjugados, histoquimi-
ca

CHANGES IN SUGAR RESIDUES OF GLYCOCONJUGATES OF
CHICKEN SALIVARY LINGUAL GLANDS DURING DEVELOPMENT

AND GROWTH

ABSTRACT: Taken into account the scarce data available regarding the secretions of avian
minor salivary glands, we undertook to study the nature and the variations of the carbohy-
drates residues of glycoconjugates in the chicken lingual glands during embryonic life and
postnatal growth. Tongues of 9 to 19 day chick embryos, post-hatched and adult chickens
were analyzed by H/E, PAS, Alcian blue and lectin histochemistry. At the 9" day of incuba-
tion, primordia of the lingual glands were observed. From the 15" day, an appreciable degree
of reactivity with PAS, Alcian blue and lectin histochemistry was detected at the cells of ante-
rior and posterior lingual glands. From the 19" day of incubation sulfated glycosaminoglycans
were located in mucous cells of the posterior lingual glands, which showed an increase in
stainability till adult chickens. On the contrary, nonsulfated glycosaminoglycan were predomi-
nant in the anterior lingual glands. Lectin staining depended on the lectin type that was ap-
plied, but also on the age and glandular part both in anterior and posterior lingual glands. The
results showed that the degree of histochemical changes depends upon the stage of differen-
tiation and maturation of the glands; some sugar residues seemed to play a role inducing and
regulating the first differentiate steps of the glands. Differences in sugar content, in both
anterior and posterior lingual glands would indicate their various roles.

Key words: chick embryo, tongue, salivary glands, glycoconjugates, histochemistry.
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INTRODUCCION

Las lectinas son carbohidratos unidos a pro-
teinas, de origen no inmune, que aglutinan y/o
precipitan glucoconjugados, permitiendo la iden-
tificacion, localizacién y diferenciacion in situ de
los carbohidratos tisulares con especificidad y se-
lectividad importantes, tanto en tejidos normales
como patolégicos y constituyéndose en pruebas
histoquimicas sensibles para definir cambios en
el comportamiento celular (1).

Las lectinas marcadas han sido usadas
ampliamente en cortes histolégicos de glandulas
salivales para estudiar el patron de glicosilaciéon
de los glucoconjugados de los granulos secreto-
rios en células parenquimatosas de una gran va-
riedad de especies (2). Estos estudios han demos-
trado una considerable heterogeneidad en la gli-
cosilacion de las proteinas de las glandulas sali-
vales.

En investigaciones previas realizadas en
glandulas salivales de aves adultas con habitos
alimenticios diferentes demostramos su gran de-
sarrollo y el predominio de mucinas con uniones
O-glucosidicas, relacionadas con funciones pro-
tectoras adicionales a las de lubricacién y trans-
porte de los alimentos (3, 12).

Por otro lado, tanto en aves como en mami-
feros, incluyendo la especie humana, los gluco-
conjugados de las glandulas salivales menores han
sido poco estudiados durante el desarrollo embrio-
nario (13, 15).

Basandonos en estos antecedentes y tenien-
do en cuenta que ocurren cambios en la estructu-
ra quimica, cantidad y distribucion de los carbo-
hidratos de los glucoconjugados durante la dife-
renciaciéon y maduracion celular, el propésito del
presente trabajo fue investigar y comparar en un
modelo animal (las glandulas salivales linguales
del pollo durante la embriogénesis y desarrollo
postnatal) las modificaciones de los residuos azu-
cares con una bateria de lectinas biotiniladas. Este
estudio nos permiti6é obtener una mayor informa-
cioén sobre la fisiologia celular y también sobre
potenciales cambios patolégicos en las glandulas
salivales adultas.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron las glandulas salivales lingua-
les anteriores y posteriores de:

- Embriones de pollo de 8 a 19 dias de incu-
baciéon

- Pollos recién nacidos y de hasta 7 dias de

Gldangulas linguales de pollo

edad.
- Pollos adultos.

Los embriones y animales empleados eran
de raza Cobb’s White Rock, provenientes de una
granja local (Paraje Pajas Blancas, Provincia de
Cérdoba, Argentina).

Se disecaron las lenguas y se procesaron
para los siguientes estudios (16):

- Estudio estructural e histoquimica con-
vencional: las muestras se fijaron en formol al
10% a pH 7,4 en buffer de fosfato. Posteriormente
se procesaron segun la técnica de rutina de inclu-
sién en parafina y se realizaron cortes seriados de
cada muestra, de 5 um de espesor, los que se co-
lorearon con hematoxilina y eosina, PAS y Alcian
blue a pH 2,5y 1,0.

- Lectinhistoquimica: Se utilizaron siete lec-
tinas biotiniladas y se emple6 el método de avidi-
na-biotina (Vectastain Elite, Vector Labs, Inc.
Burhingame CA, USA). En la Tabla 1 se indica la
especificidad por los hidratos de carbono, abre-
viatura y concentracion utilizada de cada lectina.

Procedimiento: Cortes de lengua de 3 mm
de espesor se montaron en portaobjetos recubier-
tos con polilisina, se desparafinizaron e hidrata-
ron por pasajes en xilol y etanol en concentracio-
nes decrecientes. La peroxidasa endégena fue blo-
queada por tratamiento con H,0,al 3% en meta-
nol. La tincién inespecifica de fondo se redujo cu-
briendo las muestras con albtimina bovina al 0,1%
por 30 min a temperatura ambiente. Las mues-
tras se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente con lectinas biotiniladas. Posteriormen-
te, se adicion6 una solucién del complejo avidina-
biotina peroxidasa preparada segin indicaciones
de su fabricante, durante 30 min a temperatura
ambiente. La actividad de la peroxidasa se revel6
con soluciéon de diaminobencidina (20 mg por 100
ml de TRIS buffer). Se realizé la lectura con dos
observadores, en forma independiente y los resul-
tados comparados, graduandose la intensidad de
la reaccién cromogénica en un esquema cualitati-
vo segun la siguiente escala: -: negativa, +: positi-
va débil, ++: positiva moderada, +++: positiva fuer-
te. Se realizé un doble control negativo, bloquean-
dose las lectinas por el aztcar respectivo y susti-
tuyendo las lectinas por solucién fisiolégica (16).

- Digestion con sialidasa: El acido sialico
fue removido tratando algunos cortes con una so-
lucién de buffer acetato 0,25 mol/1, a pH 5,5 con-

ISSN 1514259-0

ANALECTA VETERINARIA 2002; 22, 2: 22-31 23



M.E. Samar y col.

Tabla 1: Lectinas utilizadas para la marcacion histoquimica de residuos aztcares

Table 1: Lectins used in histochemical studies

Lectina Abreviatura Residuo azicar especifico Concentracion
nombre en latin pg/ml
(common name)

Canavalia ensiformis ConA o-D-manosa, a-D-glucosa 30
(jack bean)
Triticum vulgaris WGA o-D-N-acetilglucosamina 30
(wheat germ)
Ricinus communis RCA-I B-D-galactosa 30
(castor bean)
Arachis hypogaea_’ PNA B-D-galactosa (1 —  3) D-N- acetilgalactosamina 10

(peanut)

Ulex europaeus UEA-I o-L-fucosa 30

Dolichos biflorus DBA o-D-N-acetilgalactosamina 30
(horsegram)

Glycine maximus SBA o-D-N-acetilgalactosamina>a-D-galactosa 30

(soybean)

teniendo 0,1 unidad/ml de sialidasa Tipo X de
Clostridium perfringens (Sigma), 5,0 mmol/1 de
Ca,Cl y 154 mmol/l de NaCl, durante 18 h a 37
°C, antes de la coloracién con Alcian blue a pH
2,5y con la lectina PNA. El control se realizo6 utili-
zando la solucion buffer sin la enzima (17).

RESULTADOS

Observaciones morfolégicas e histoquimi-
cas: Desde los 9 dias del desarrollo in ovo se ob-
servo en las regiones anterior y posterior de la len-
gua la proliferacién de numerosos brotes epitelia-
les compactos no ramificados, que crecian hacia
el mesénquima subyacente (Fig. 1A). Estos brotes
continuaban su expansion y entre los 12 y 13 dias
se elongaban auin mas y comenzaban a ramificar-
se. Desde los 14 dias se inicié la formacion de la
luz glandular. Se observé ademas que el proceso
de ramificacién era bien manifiesto. Desde los 15
dias se increment6 el tamafo y la cantidad de aci-
nos, los que comenzaban la secrecién de gluco-
conjugados PAS positivos y alcianofilicos a pH 2,5.
No se observaron diferencias estructurales ni his-
toquimicas cuando se compararon las glandulas

linguales anteriores (GLA) y posteriores (GLP) (Fig.
1C y D). Las glandulas en desarrollo incrementa-
ron su tamano, lo que fue bien evidente a los 19
dias. A esta edad la luz acinar era manifiesta y
estaba revestida en las GLA por células seromu-
cosas con material PAS positivo distribuido prin-
cipalmente en el citoplasma apical y predominio
de glicosaminoglicanos acidos no sulfatados fuer-
temente coloreados con Alcian blue a pH 2,5 (Fig.
2Ay C). Por el contrario, en las GLP se observaron
células mucosas secretoras de glucoproteinas fuer-
temente PAS reactivas y de glicosaminoglicanos
acidos sulfatados y no sulfatados, como se demos-
tr6 con Alcian blue a pH 2,5y 1,0 (Fig. 2B y D).

En pollos recién nacidos y hasta la edad de
7 dias las caracteristicas estructurales de las GLA
y GLP eran semejantes a las observadas en em-
briones de 19 dias de incubacion. Las células
mucosas presentaban mayor cantidad de gluco-
conjugados, con una intensa coloraciéon en todo
el citoplasma tanto con PAS como con Alcian blue
a los diferentes grados de acidez. Las células se-
romucosas presentaban una reacciéon positiva con
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Figura 1: Glandulas linguales de embrién de pollo. A- Embrién de pollo de 9 dias de desarrollo: Se
sefala (flecha) el inicio de la formacién glandular en la regién anterior de la lengua, con proliferaciéon
de brotes epiteliales en el interior del mesénquima. Coloracion H/E. 200x. B- Embrién de pollo de 9
dias de desarrollo: Esbozo glandular de la regién posterior de la lengua con membranas basales
(flecha) y mesénquima circundante (asterisco) intensamente PNA reactivos. Lectina PNA. 400x. C-
Embrion de pollo de 15 dias de desarrollo: Glandulas linguales anteriores en desarrollo. Se observa el
inicio de secreciéon PAS positiva (flecha). Coloraciéon PAS. 100x. D- Embrién de pollo de 15 dias de
desarrollo: esbozos de glandulas linguales posteriores. Se sefala (flecha) la secrecién de glucoconju-
gados PAS positivos al igual que lo observado en las glandulas linguales anteriores. Coloracién PAS.

100x.

Figure 1: Chick embryo lingual glands. A- 9th day of incubation. Primordia of the anterior glands appear as epithelial buds
(arrow) extended into the mesenchyme. H/E stain. X200. B- 9t day of incubation. Epithelial buds of posterior lingua glands. The
basement membranes (arrow) and the mesenchyme (asterisk) show strong reactivity with PNA. Lectin PNA. X400. C- 15% day of
incubation. Developing anterior lingual glands. The synthesis of PAS positive secretions begins (star). PAS stain. X100. D- 15%
day of incubation. Developing posterior lingual glands. Glycoconjugates PAS positives (arrow). PAS stain. X100.
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Figura 2: Glandulas linguales de pollo recién nacido A-Glandulas linguales anteriores (estrella) reves-
tidas por células seromucosas. Coloracion H/E. 200x. B- Glandulas linguales posteriores (asterisco)
donde se observa el epitelio glandular formado por células mucosas. Coloracién H/E. 200x. C- Glan-
dulas linguales anteriores. Células seromucosas con glucoconjugados PAS positivos en el citoplasma
apical. Coloracion PAS.200x. D-Glandulas linguales posteriores. Células mucosas repletas de gluco-
conjugados PAS positivos. Coloracion PAS. 200x. E- Glandulas linguales anteriores. Epitelio glandu-
lar fuertemente reactivo con la lectina SBA. 400x. F- Glandulas linguales posteriores. Se observan
células mucosas con moderada reactividad entre células fuertemente reactivas (flecha). Lectina RCA-

I. 200x.

Figure 2: Post-hatching chicken lingual glands A- Anterior lingual glands (star) coated by seromucous epithelium. H/E stain.
X200. B- Posterior lingual glands (asterisk) with secretory epithelium consisting of mucous cells. H/E stain. X200. C- Anterior
lingual glands. Seromucous cells showing apical PAS positivity. PAS stain. X200. D- Posterior lingual glands. PAS stained section
showing intense staining of the cytoplasm of mucous cells. PAS stain. X200. E- Anterior lingual glands. The cells of glandular
epithelium show strong reactivity with SBA lectin. Lectin SBA. X200. F- Posterior lingual glands. Mucous cells subpopulations
showing moderate and intense reaction (arrow). Lectin RCA-I. X200.
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PAS y Alcian blue, especialmente a pH 2,5, con
menor cantidad de glucoconjugados distribuidos
en el citoplasma apical. En pollos adultos todas
las glandulas presentaban una estructura tubulo
alveolar ramificada. El epitelio secretorio de las GLA
era cuboideo, con nucleos esféricos y moderada-
mente basofilo. Algunas células reaccionaban dé-
bilmente con el PAS y Alcian blue a los diferentes
pH, mientras que otros mostraban PAS positivi-
dad y alcianofilia apicales intensas, especialmen-
te a pH 2,5 (Fig. 3A). En las GLP predominaban
las células mucosas que se coloreaban fuertemente
con PAS (Fig. 3B) y Alcian blue a pH 2,5y 1,0.

Las mucinas fueron sensibles a la sialidasa,
como lo revel6 la coloracién de Alcian blue a pH
2,5 con y sin tratamiento enzimatico previo.

Lectinhistoquimica:

Lectina PNA: Desde los 9 dias de incuba-
cion tanto la superficie de las células de los esbo-
zos de las GLA como de las GLP mostraron una
débil reactividad a esta lectina, que es especifica
para el disacarido B D-galactosa-(1—3) D-N-
acetilgalactosamina. Se observé un grado de reac-
tividad intenso en el mesénquima y las membra-
nas basales que rodeaban a los esbozos glandu-
lares (Fig. 1B). A los 15 dias de incubaciéon apare-
ci6 una reactividad moderada en la regién apical
subluminal de algunas células acinares, mientras
que otras eran negativas y sélo se coloreaban
cuando los cortes se trataron previamente con sia-
lidasa. Desde los 18 dias de incubacién y hasta
los 7 dias posteriores al nacimiento en las GLA los
acinos eran moderadamente positivos, mientras
que en las GLP algunas células y acinos eran ne-
gativos, otros presentaban una reacciéon positiva
moderada con un glucocaliz intensamente positi-
vo. Después de la digestiéon con sialidasa las es-
tructuras negativas reaccionaron con PNA. En
pollos adultos las GLA contenian células fuerte-
mente positivas entre células negativas que se
positivizaron con sialidasa (Fig. 3C). En las GLP
se observo una mayor cantidad de células no reac-
tivas, entre pocas células de positividad modera-
da a fuerte. El tratamiento enzimatico previo con
sialidasa acrecent6 la afinidad de las células ne-
gativas por PNA.

Lectina ConA: Las cubiertas celulares de los
esbozos glandulares se colorearon de manera
moderada entre los 9 y 14 dias de incubacién con
ConA, que muestra predileccién por oligosacari-
dos con alto contenido de azucar o-D-manosa. En
embriones de 15 dias se observaron escasos gra-
nulos subluminales que reaccionaban de manera
moderada tanto en GLA como GLP. En embriones
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de 19 dias y hasta los 7 dias posteriores a la eclo-
sion la reactividad del citoplasma era moderada
siendo mas intensa en la secreciéon vertida en la
luz de las GLA y mas débil en las GLP. En pollos
adultos sélo el estroma periglandular y el glicocaliz
de las células secretoras eran moderadamente
positivos frente a ConA, observandose una nega-
tivizacién de los citoplasmas y de la secrecion in-
traluminal.

Lectina RCA I : Las membranas basales y
las cubiertas de membranas de los esbozos glan-
dulares eran intensamente positivos al igual que
el mesénquima en los especimenes de 9 a 15 dias
de incubacién. Desde los 19 dias de incubacion y
hasta la edad adulta se observaron células secre-
toras con moderada reactividad mezcladas con
células fuertemente reactivas tanto en GLA como
en GLP (Fig. 2F y 3D).

Lectina WGA: Hasta los 15 dias de incuba-
cién sélo reaccionaron moderadamente las mem-
branas basales de las células que formaban los
esbozos glandulares. A partir de esta edad se de-
tecté una fuerte reaccion apical en las células de
las glandulas en desarrollo. Desde los 19 dias de
incubacién y hasta los 7 dias posteriores al naci-
miento se fue incrementando la reactividad en el
contenido luminal de las GLA. En GLP escasas
células positivas moderadas se distribuian entre
las células negativas. Los pollos adultos presen-
taron, en ambos grupos glandulares, células ne-
gativas y células que se colorearon con diferentes
intensidades, siendo la secreciéon intraluminal
moderadamente positiva.

Lectina DBA: Desde los 9 hasta los 14 dias
las membranas basales y cubiertas celulares de
las glandulas en desarrollo eran débilmente posi-
tivas. Por el contrario, las células resultaron ne-
gativas. En GLA y GLP de embriones de 15 dias
de desarrollo, la region apical de las células con-
tenia granulaciones que se coloreaban con una
fuerte reactividad. Entre los 19 dias de desarrollo
embrionario y los 7 dias de edad, las GLA conte-
nian material intracelular fuertemente positivo. En
las GLP, por el contrario, las células eran negati-
vas, presentando algunas una fuerte reactividad
infranuclear. Desde el mes de edad en las GLA
abundantes células fuerte y moderadamente reac-
tivas se entremezclaban con pocas células débil-
mente coloreadas y negativas. El patréon de colo-
racién en las GLP era diferente ya que predomi-
naron las células negativas o débilmente positi-
vas sobre pocas células intensamente coloreadas.
La secrecion era negativa.
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Figura 3: Glandulas linguales de pollo adulto. A- Glandulas linguales anteriores. Células seromucosas
con citoplasma heterogéneamente PAS reactivo (flecha). Coloracién PAS y contraste con tricrémico de
Van Gieson. 200x. B- Glandulas linguales posteriores. Células mucosas que se colorean fuertemente
con PAS. Coloracion PAS. 200x. C- Glandulas linguales anteriores. Células seromucosas fuertemente
positivas (flecha blanca) dispuestas entre células no reactivas (flecha negra). Lectina PNA. 400x. D-
Glandulas linguales posteriores. Células mucosas con reactividad moderada (flecha fina) y fuerte
(flecha gruesa). Lectina RCA-I. 400x.

Figure 3: Adult chicken lingual glands A- Anterior lingual glands. Seromucous cells that stained different with PAS (arrow).
PAS/Van Gieson. X200. B- Posterior lingual glands. Mucous cells. PAS positivity was intense in cytoplasm. PAS stain. X200. C-
Anterior lingual glands. Seromucous cells. PNA lectin reactivity is either strongly present (white arrow) or completely absent
(black arrow). X400. D- Posterior lingual glands. Mucous cells. Moderately positive (thin arrow) and strongly positive (thick

arrow) cells. Lectin RCA-I. X400.

Lectina SBA: Entre los 9 y 15 dias la reac-
cién observada era similar a lo descripto para DBA.
En embriones de 19 dias y pollos hasta los 7 dias
de edad las GLA y GLP reaccionaron de manera
semejante, con citoplasmas intensamente colorea-
dos y secrecion con positividad moderada (Fig. 2E).
Las diferencias se observaron en pollos adultos,
donde las GLP presentaban mayor cantidad de
células negativas cuando se las compar6 con las
GLA.

Lectina UEA 1: La reacci6on fue negativa en
todos los grupos etareos pre y posnatales en GLA
y GLP.

Los resultados se resumen en la Tabla 2.

DISCUSION

En el presente estudio las glandulas lingua-
les del pollo fueron estudiadas con métodos histo-
quimicos durante su desarrollo y maduracién.

Con las técnicas histoquimicas convencio-
nales (Alcian blue y PAS) comprobamos que la
secrecion de glucoconjugados comienza en GLA y
GLP a los 15 dias del desarrollo in ovo, edad que
coincide con la secrecion de mucosustancias en
las glandulas palatinas y en el proventriculo (es-
témago glandular) de esta especie (18-19). Posi-
blemente, en este periodo, en el que aumenta la
secrecion de acido clorhidrico (20), la produccién
de mucinas por diferentes glandulas del aparato
digestivo sea necesaria no sélo para la protecciéon
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TABLA 2: Glandulas linguales de pollo. Intensidad de reaccion frente a las lectinas en los diferentes

grupos etarios.

Table 2: Chicken salivary lingual glands. Staining intensities for lectin binding of different groups.

LECTINA GLANDULAS LINGUALES GLANDULAS LINGUALES
ANTERIORES POSTERIORES
Embriones  Embriones  Recién Adultos Embriones Embriones Recién nacidos a Adultos
9-14 dias 15-19 dias  nacidos a 9-14 dias 15-19 dias 7 dias
7 dias
ConA - ++ ++ - - ++ ++ -
UEA-1 - - - - - - - -
RCA-1 - o A o o S o 0 o D o T e e - *++/+++ ot/ ot/
+
WGA - ++ ++ *_ - ++ *o+ *_
[+ e
DBA - 4+ R+ - +++ * o[+t *o/
/-
SBA - -+ - */- - - +++ o
PNA - *t/- ++ *tt/- - */- *of++ * o[/

Los resultados estan dados en las siguientes unidades: - (reaccidén negativa), + (positivo débil), ++ (positivo moderado),
+++ (positivo intenso). El asterisco indica la reaccion predominante.

de la mucosa, sino también para el inicio de otras
funciones asociadas con la absorcion.

Es bien conocido que las mucinas salivales
actuan después del nacimiento no sélo en la lu-
bricacién, fluidificacion y humectacion del bolo
alimenticio sino también en la defensa inmunolé6-
gica primaria o no especifica de la cavidad oral
formando una cubierta mucosa lubricante y de-
mulcente y una barrera semipermeable contra la
desecacion y agresiones externas (21). Es proba-
ble que algunas funciones protectoras empiecen
a desarrollarse en la etapa embrionaria ya que las
mucinas también protegen a las mucosas contra
agresiones acidas y enzimas digestivas. También
es probable que la elevada acidez de los grupos
sulfato, demostrados con Alcian blue, comience a
preparar a la cavidad oral en etapas embriona-
rias contra la proliferacion de gérmenes patoge-
nos (22). Se ha sugerido que en fetos humanos
las glandulas salivales menores secretan
mucosustancias que actuarian a través del liqui-
do amniético contra sustancias producidas por los
sistemas urinario y digestivo en desarrollo (13).

En embriones de 9 a 12 dias la positividad
con lectinas RCA 1, PNA, ConA, WGA por la pre-
sencia de residuos de azucares tales como B-D-
galactosa (1—3) D-N-acetilgalactosamina; o-D-N-
acetil D-glucosamina, o-D-manosa en la superfi-
cie celular de los primordios glandulares sugiere
un rol desempenado por estos azlicares en la in-
duccién y regulacién de la diferenciacion celular

como se describié en sistemas de diferenciacion,
tales como epidermis, mesonefros, corazon y sis-
tema nervioso en el embrién de pollo. Las lectinas
PNA y WGA marcan azucares en el mesénquima y
las membranas basales que juegan un rol impor-
tante en la regulacién de los intercambios epite-
lio/mesénquima durante las primeras etapas del
desarrollo glandular. Debido a su breve perma-
nencia en estos sitios se consideran oligosacari-
dos transitorios (17).

La identificacién de escasos sitios ConA po-
sitivos en las glandulas linguales de embriones de
pollo y en la etapa posnatal temprana indica la
escasa presencia de residuos manosa y glucosa
como ya fuera descrito en glandulas salivales de
Coturnix coturnix japonica (23). En pollos adultos
nosotros hemos observado que junto a la madu-
racion glandular desaparece la marcacién para
manosa, corroborado por el bloqueo de la lectina
por su azucar respectivo. Este hallazgo coincide
con nuestros resultados en glandulas palatinas
de la misma especie (6) y es indicativo de la au-
sencia de glucoproteinas con uniones N-glucosi-
dicas en las secreciones de las glandulas lingua-
les de esta especie. No ocurre asi en otras espe-
cies que incluyen al hombre, donde se ha obser-
vado que la manosa junto a acido sialico son los
principales constituyentes de las glucoproteinas
secretadas por las glandulas salivales (24).

La marcacion de estas glandulas evidencia
el predominio de glucoproteinas con uniones O-
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glucosidicas, que presentan o-D-N-acetilgalac-
tosamina. Por el contrario, Suprasert et al. (22)
encontraron con la lectina ConA importantes can-
tidades de residuos manosa y glucosa en glandu-
las mandibulares de pollo, resultado de la posible
existencia de subpoblaciones celulares funcional-
mente diferentes cuando se comparan las distin-
tas glandulas salivales de esta especie.

Por otro lado, la lectina PNA reconoce fun-
damentalmente la secuencia -D-galactosa (1—3)
D-N-acetilgalactosamina, presente en muchas
membranas glucoproteicas y secreciones celula-
res. Normalmente, la positividad se encuentra en-
mascarada por residuos de acido sialico en célu-
las diferenciadas (12). Los sitios B D-galactosa
(1—>3) D-N-acetilgalactosamina so6lo pueden ser
expuestos después de la remocion de los residuos
sialil terminales por acciéon de la sialidasa (16).

Nosotros observamos que las GLA de pollos
adultos presentan mayor cantidad de acinos reac-
tivos frente a PNA que las GLP. En consecuencia,
se deduce que las GLP contienen una importante
cantidad de células maduras ricas en acido siali-
co, lo que se corrobora con la digestién enzimati-
ca con sialidasa. Los resultados observados por
nosotros con UEA I y PNA difieren de los de Menghi
et al. (25) ya que estos autores describen en las
GLA de pollo la presencia de acido sialico y fucosa,
asociados con funciones lubricantes y de defensa
celular.

El acido sialico cumple una diversidad de
funciones biologicas. Entre estas funciones mere-
ce destacarse la importancia de su presencia para
prevenir la difusién de las bacterias en tejidos in-
fectados. Ademas, contribuye a la viscosidad de
la saliva y junto a los grupos sulfato (menciona-
dos anteriormente) cumpliria un papel fundamen-
tal en la lubricacion y la proteccién de los tractos
digestivo y respiratorio (25, 26).

Con DBA y SBA comprobamos que con el
proceso de maduracion de las GLP se produce una
disminuciéon de células que reaccionan de mane-
ra positiva, lo que sugiere que disminuyen los re-
siduos de a-N-acetilgalactosamina.

Suprasert y Fujioka (25) estudiaron las glan-
dulas del es6fago de pollos adultos con distintas
lectinas. Las células mucosas de esas glandulas
mostraron una marcaciéon semejante a lo obser-
vado por nosotros en las glandulas linguales de
pollos adultos, a excepcién de ConA. Esta lectina
dio una marcacion de moderada a fuerte en las
glandulas esofagicas lo que indica diferencias fun-

cionales topograficas entre las células mucosas de
las glandulas del sistema digestivo.

En conclusion, nuestros hallazgos demues-
tran que las lectinas se unen a los azuicares de las
células secretoras glandulares tanto en GLA como
GLP a partir de los 15 dias del desarrollo embrio-
nario, exhibiendo diferentes grados de coloracién,
en una escala cualitativa de débil a fuerte, depen-
diendo de la edad del espécimen, del tipo de lecti-
na y de la regiéon glandular, lo cual podria ser el
resultado de:

La sintesis de diferentes glucosustancias por
diferentes células acinares en diferentes momen-
tos por medio de glucosiltransferasas genéticamen-
te determinadas. Por consiguiente, se pueden iden-
tificar poblaciones celulares heterogéneas, las que
se colorean homogéneamente con la histoquimica
convencional prelectina (PAS, Alcian blue).

Las modificaciones en el ciclo secretor don-
de todas las células de una glandula y aun todas
las células de un mismo aden6émero no se encuen-
tran secretando simultaneamente, también pro-
duciria la heterogeneidad en la marcacion lectin-
histoquimica. Esto ya fue descripto por Adi et al.
(13) en glandulas salivales menores fetales huma-
nas.

Finalmente, las variaciones observadas du-
rante el desarrollo y maduracion glandular de-
muestran que la secrecién comienza en edades
tempranas del desarrollo embrionario y esta for-
mada por diferentes aztucares que cumplirian un
importante rol en los periodos pre y posnatales.
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