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RESUMEN

Se reporta el primer diagnostico de osteopetrosis hereditaria letal en terneros Aberdeen Angus negro y colo-
rado en Uruguay. La enfermedad se diagnostico en dos rodeos de cria comerciales, el primero en el departamento
de Cerro Largo en agosto de 2009 (5 casos, 6,8%) y el segundo en Rocha en noviembre de 2010 (3 casos, 7,5%).
Ambos rodeos manejaban vacas Red Angus puras (Cerro Largo) o puras por cruza (Rocha), ambas servidas con
toros Red Angus adquiridos en cabafias nacionales. Los terneros afectados eran prematuros y nacian muertos ex-
cepto un caso en Cerro Largo que sobrevivio 48 horas. Presentaban abombamiento y deformacion huesos de cara
y craneo, severo braquignatismo inferior, impaccion de molares y ausencia médula 6sea en los huesos largos.
Histol6gicamente habia osteosclerosis severa con trabéculas condro-6seas densas (esponjosa primaria) que oblite-
raban la médula 6sea de los huesos largos. Uno de los toros y dos vacas, madres de terneros afectados de uno de
los rodeos problema resultaron ser portadores de la mutacién SLC4A2. La alta incidencia de animales afectados
en los rodeos Aberdeen Angus colorado estudiados sugiere que la enfermedad es frecuente en Uruguay.
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INTRODUCCION

Las enfermedades de origen genético son una causa de preocupacion creciente en todo el mundo. Los méto-
dos modernos de mejoramiento genético en bovinos se basan cada vez mas en tecnologias reproductivas tales
como la inseminacion artificial, la ovulacién maltiple y transferencia de embriones, fertilizacion in vitro y un cre-
ciente comercio internacional de germoplasma de toros y vacas de élite; esto ha permitido propagar rapidamente
en todo el mundo caracteristicas productivas econdmicamente valiosas de unos pocos animales selectos (Ager-
holm, 2007; Windsor y col., 2011). Pero como todo individuo es portador de algin gen defectuoso, el progreso
genético ha ido acompafiado en numerosos paises de la aparicion con alta incidencia de enfermedades genéticas
raras, con gran impacto en la produccion y el bienestar animal (Agerholm, 2007; Meydan y col., 2010; Windsor y
col., 2011). Uruguay no es ajeno a esto, ya que numerosas enfermedades hereditarias se han detectado en el pais
en los Gltimos afios (Llambi, 2002; Kelly y col. 2011). Por lo tanto, hoy mas que nunca, es importante reportar
todo tipo de malformaciones congénitas y desarrollar programas nacionales de control de enfermedades heredita-
rias para evitar la difusion de genes deletéreos (Agerholm, 2007).

La osteopetrosis, también conocida como enfermedad de los “huesos de marmol” o enfermedad de Albers-
Schénberg, es un grupo de enfermedades genéticas raras del esqueleto del hombre y los animales (Tolar y col.,
2004; Thompson, 2007). Est4 causada por una falla en la diferenciacion o funcion de los osteoclastos, células
multinucleadas de origen hematopoyético responsables de la resorcion 6sea y el modelado/remodelado del esque-
leto (Thompson, 2007; Askmyr y col., 2008). El crecimiento en longitud y la formacion de tejido 6seo son norma-
les, pero como resultado de la falla osteoclastica las trabéculas de hueso esponjoso primario se acumulan en la
cavidad medular, la metéfisis no se reduce para formar la diéfisis y la ausencia de modelado éseo causa malfor-
maciones esqueléticas generalizadas, especialmente severas en el craneo y los huesos largos (Stark y Savarirayan,
2009; O'Toole y col., 2011). A pesar de que son mas densos, los huesos son mas fragiles y estan predispuestos a
fracturas patoldgicas (Thompson, 2007; Stark y Savarirayan, 2009). En el hombre se reconoce una forma congéni-
ta, letal, que se hereda como un caracter autosomico recesivo y una forma méas benigna, autosémica dominante,
gue se manifiesta en la adolescencia o adultez (Van Hu y col., 1997; Stark y Savarirayan, 2009; Tolar y col.,
2004). La mayoria de los casos de osteopetrosis descriptos en animales son similares a la forma recesiva maligna
humana, incluyendo la osteopetrosis bovina (Leipold y col., 1970; Leipold y Cook, 1977; Thompson, 2007), equi-
na (Nation y Klavano, 1986; Berry y col., 1994), murina (Josephsen y col., 2009; Wu y col., 2009), canina (Riser
y Fankhauser, 1970) y la de ciervos consanguineos de cola blanca (Odocoileus virginianus) (Smits y Bubenik,
1990). El proceso de reclutamiento, diferenciacion y activacion de los osteoclastos es muy complejo y estéd bajo
control de numerosos genes (Tolar y col. 2004), existiendo mas de 20 mutaciones diferentes identificadas en la
osteopetrosis del hombre, ratones de laboratorio y animales (Askmyr y col., 2008; Stark y Savarirayan, 2009).
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En el bovino, la osteopetrosis congénita (http://omia.angis.org.au, OMIA 000755) es tipicamente una enfer-
medad autosomica recesiva de la raza Aberdeen Angus, principalmente de la variedad colorada (raza Red Angus
en algunos paises) y menos frecuente en la variedad negra (Leipold y col., 1970; Huston y Leipold, 1971). Los
terneros afectados nacen prematuros (250-275 dias de gestacidn) y usualmente muertos o, raramente, nacen vivos
y sobreviven postrados durante 1-7 dias (Leipold y Cooke, 1977; O Toole y col., 2011). Se reconocen facilmente
ya que presentan la frente abovedada, braquignatismo inferior, amontonamiento de los molares y los huesos largos
son mas densos y carecen de cavidad medular (Leipold y col., 1970; Thompson, 2007). La falla osteoclastica es
debida a una mutacién del gen SLC4AZ2, localizado en el cromosoma bovino 4, el cual codifica para una proteina
de intercambio aniénico CI-/HCO3- que es fundamental para mantener el pH &cido en las lagunas de resorcion
(Meyers y col., 2010). Mutaciones similares se han encontrado en ratones de laboratorio, pero no en el hombre
(Wu y col., 2008; Josephsen y col., 2009). El fenotipo de osteopetrosis se ha observado también en la raza Here-
ford, Simmental y Holando (Leipold y Cook, 1974; Thompson, 2007), pero se desconoce si la mutacion responsa-
ble es la misma que en la raza Angus.

Histéricamente, la osteopetrosis en la raza Aberdeen Angus irrumpié con alta incidencia en EE.UU. y Canada
en los afios 1960 y 1970; Leipold y col. (1971) reportaron 23 terneros afectados en 3 rodeos en 1967 y 1968, en
tanto Greene y col. (1974) registraron mas de 120 casos entre 1967 y 1973. La enfermedad luego disminuy¢ gra-
cias a las pruebas de progenie y la practica del “escrapulo de pedigri”, es decir, evitando la compra o uso de lineas
de pedigri sospechosas (Meyers y col., 2010). La enfermedad resurgié en el 2005 en la raza Red Angus, con nu-
merosos casos demostrados en los laboratorios de diagnostico de Wyoming, Nebraska, Missouri y Kansas en
EE.UU y Saskatchewan en Canada (Wight-Carter, 2006; Nietfield, 2007; Meyers y col. 2010).

En el presente trabajo se reporta el primer diagnéstico de osteopetrosis letal hereditaria en terneros de raza
Aberdeen Angus colorado y negro en Uruguay.

MATERIALES Y METODOS

Los diagndsticos anatomopatoldgicos se realizaron en el Laboratorio Regional Este, DILAVE Miguel C. Ru-
bino, Treinta y Tres, Uruguay. Se estudiaron dos terneros mortinatos, el primero de raza Red Angus (caso N° 1)
nacido en agosto de 2009 en un predio de la 102 seccion policial de Cerro Largo, y el segundo cruza Aberdeen
Angus negro x colorado (caso N° 2) nacido en noviembre de 2010 en un predio de la 32 seccién policial de Rocha.
Ambos eran predios de cria, de tipo comercial, que compraban toros en cabafias Red Angus nacionales.

Los animales se sometieron a un examen post-mortem completo y a una investigacion detallada del esqueleto
de acuerdo a la metodologia recomendada (Thomson, 2007). Los huesos largos (himero, radio, cubito, fémur,
tibia, metatarso y metacarpo) y las falanges de uno de los lados del animal se desarticularon, se bi-seccionaron
sagitalmente, se lavaron con cepillo blando y agua a presién, y se examinaron cuidadosamente. El craneo se sepa-
ro cuidadosamente nivel de la articulacién atlanto-occipital, se retiré la calvaria, se extrajo el encéfalo intacto, se
separ6 la mandibula entera y luego se cortd longitudinalmente para examinar los huesos de la base del craneo y
los cornetes nasales. Las vértebras cervicales se desarticularon individualmente, mientras que el resto de la co-
lumna vertebral se cort6 longitudinalmente. Los huesos enteros restantes y los huesos seccionados se limpiaron de
musculo y tejidos blandos, se hirvieron en agua por 1-2 horas y se blanquearon con hipoclorito de sodio diluido.
Muestras de distintos huesos, incluyendo cortes de epifisis, placa de crecimiento, esponjosa primaria y metafisis,
se fijaron en formol bufferado al 10%, se descalcificaron en acido férmico, se incluyeron en parafina, se cortaron
a 6-7 um, y se colorearon con Hematoxilina de Harris y Eosina.

Para confirmar el origen genético de la enfermedad, muestras de sangre de los dos toros y 3 de las 5 vacas del
rodeo de Cerro Largo que parieron terneros afectados, incluyendo la madre del ternero N° 1, se impregnaron en
papeles de filtro Whatman Cards FTA® y se enviaron a uno de los laboratorios aprobados por la Red Angus As-
sociation of America para el diagndstico molecular por marcadores de ADN de la osteopetrosis (Igenity®, Merial
Canada Inc., Calgary, AB).

RESULTADOS

Datos clinicos y epidemioldgicos

En el primer foco se afectaron cinco (6,8%) terneros en un rodeo de 73 vacas Red Angus de primera cria de 4
afios de edad servidas con dos toros de raza Red Angus. Todos los terneros enfermos nacieron en agosto de 2009
al comienzo de la paricion, dentro de las primeras 10 vacas paridas, por lo que probablemente eran prematuros.
Los neonatos tenian la “mandibula corta” (braquignatismo) y todos, excepto uno, fueron encontrados muertos; el
Unico ternero nacido vivo quedo caido en el campo, flaccido y murié entre 24 a 48 horas posparto. Uno de los
toros habia sido adquirido en una cabafia Red Angus del departamento de Tacuarembo 6 afios antes, por lo que el
productor suponia que algunas de las vaquillonas podian ser hijas de ese toro, mientras que el otro reproductor
provenia de una cabafia Red Angus de Rocha y era el segundo afio que trabajaba en el rodeo. La enfermedad no se
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habia observado anteriormente en el rodeo Aberdeen Angus colorado, ni tampoco en los otros rodeos de vacas
Aberdeen Angus negras servidas con toros negros del mismo predio.

El segundo foco, en Rocha, ocurri6 en un rodeo de cria de 40 vacas de raza Aberdeen Angus negras y cruzas
negras X coloradas, adultas, servidas con un toro Red Angus adulto adquirido dos afios atrds. En noviembre de
2010 nacieron 3 (7,5%) terneros braquignaticos muertos a término. Algunos de los terneros tuvieron que ser ayu-
dados durante el parto observandose por parte del productor que los huesos largos se fracturaban facilmente al
extraerlos. Este predio tenia antecedentes de varios afos de neonatos inviables que nacian con la “mandibula cor-
ta” y la lengua de afuera. Tres afos antes se habia comprado un toro en una cabafia Red Angus de la zona, el cual
se us6 durante dos periodos con vaquillonas Aberdeen Angus negras y cruzas negras x coloradas, de las cuales
nacieron 3 terneros braquignaticos el primer afio y otros 2 el segundo afio, por lo que el toro fue eliminado.

Hallazgos patologicos

Los dos neonatos afectados eran machos, tenian el cuerpo corto y grueso, el craneo abovedado, la cara corta
con la nariz desviada y presentaban un severo braquignatismo inferior de aproximadamente 4-5 cm, con los inci-
sivos parcialmente erupcionados y desordenados (Figura 1). La mandibula tenia los molares amontonados en el
medio de la rama mandibular, las apdfisis coronoides y condilar estaban parcialmente fusionadas y arqueadas
hacia atras, el angulo mandibular era muy prominente y faltaba el foramen mental y el condilo articular (Figura 2).
En el ternero N° 1 la lengua estaba mutilada por carrofieros, mientras que en el caso N° 2 estaba muy protruida.
Ninguno de los animales habia respirado pero ambos tenian hemorragias, pero no trombos, en las arterias umbili-
cales, indicando que la muerte se produjo durante el parto o inmediatamente después de nacer. Excepto el cerebro
el resto de los 6rganos internos eran normales.

Ambos animales presentaban malformaciones severas en el craneo y el encéfalo. La boveda craneana era mas
estrecha y tenia numerosas irregularidades y salientes 6seas en su interior, principalmente en la fosa craneana
rostral y caudal (Figura 3). Rostralmente, la lamina cribosa del etmoides era gruesa y estaba parcialmente cubierta
por ambas alas del hueso presfenoides, que eran salientes hacia el interior del craneo (Figura 3). En la fosa cra-
neana caudal, el hueso basi-occipital (pars basilaris) -que soporta la medula oblonga y el obex- estaba constrefiido
por dos grandes engrosamientos internos de los condilos occipitales (Figura 3). El encéfalo aparecia aplanado
dorso-ventralmente con los I6bulos parietales focalmente abollados por un engrosamiento de la sutura fronto-
parietal. Como resultado de la estrechez de la cavidad craneana el vermis cerebeloso, obex y médula oblonga en
ambos terneros se encontraban herniados dentro del foramen magnun (malformacién de Arnold-Chiari tipo II)
(Figura 4). Al corte sagital, se observé que los huesos frontales y los de la base del craneo eran gruesos y sélidos
faltando el seno esfenopalatino y los senos frontales; el hueso nasal estaba curvado ventralmente y los cornetes
nasales eran osteocartilaginosos, compactos y llenaban completamente las cavidades nasales obstruyendo los pa-
sajes aéreos (Figura 5). Todos los huesos largos eran sélidos, sin cavidad medular. La diafisis era estrecha y am-
bas metafisis aparecian muy ensanchadas, lo que les daba un aspecto similar a una “pesa de gimnasia” o de “doble
matraz de Erlenmeyer” (Faden y col. 2009). Los huesos eran duros pero se fracturaban facilmente cuando se apli-
caba una fuerza de rotacién a nivel de la unién del metafisis-diafisis. Al corte sagital, la cavidad medular estaba
ocupada por hueso esponjoso endocondral que ocupaba completamente la médula ésea formando una estructura
caracteristica de “doble-cono” con la base de cada cono en contacto con la placa de crecimiento y el &pice apun-
tando hacia la diéfisis (Figura 6). La estructura en doble-cono estaba presente en todos los huesos, incluyendo los
huesos cortos y las vertebras, pero era mas evidente en el himero. Las articulaciones y las placas de crecimiento
de todos los huesos eran normales. Histoldgicamente, en todos los huesos procesados habia osteosclerosis difusa y
severa. La superficie cortical externa de los huesos presentaba evidencia de formacion dsea mientras que en la
superficie interna no habia signos de resorcion ésea. La epifisis, metéfisis y médula dsea estaban completamente
rellenas de multiples trabéculas condro-6seas persistentes, tipicamente formadas por espiculas de cartilago hialino
en el centro y hueso inmaduro alrededor (esponjosa primaria) (Figura 7). No habia lagunas de Howship ni lineas
basofilicas de marea (tidemark) ni otros signos de remodelado 6seo; los osteoclastos eran escasos, inactivos, esta-
ban libres en los espacios medulares y tenian los ndcleos picnéticos (Figura 7).

Diagnostico molecular

Uno de los dos toros que trabajaron en el rodeo de Cerro Largo y dos de las tres vacas madres de los terneros
afectados, incluyendo la madre del Caso 1, resultaron portadores de la mutacién del gen SLC4A2. La prueba no se
pudo realizar en la tercera vaca. El test de PCR empleado para el diagndstico de esta enfermedad tiene una tasa de
error 1 en 10.000 (Meyers y col., 2010). Por lo tanto, la mutacion del gen SLC4A2 como la causa de la osteope-
trosis queda comprobada en Uruguay.
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DISCUSION

El presente trabajo demuestra por primera vez la existencia de la osteopetrosis letal hereditaria en la raza
Aberdeen Angus en Uruguay. La enfermedad se diagnosticé por las lesiones esqueléticas caracteristicas y se con-
firmd por técnicas de genética molecular.

La combinacion de braquignatia inferior, amontonamiento de los molares y ausencia de cavidad medular en
los huesos largos es tipica de la osteopetrosis bovina y permite realizar facilmente el diagndstico a campo (Lei-
pold y col., 1970; Leipold y Cook, 1977; Thompson, 2007). EI himero parece ser el mejor hueso largo para de-
mostrar en la cavidad medular los tipicos “dobles conos” de retencion de esponjosa primaria que resultan de una
falla en la resorcion osteocléstica, por lo que este hueso deberia cortarse sagitalmente y examinarse en todos los
fetos 0 neonatos Aberdeen Angus sospechosos. Histologicamente, la persistencia de esponjosa primaria, la ausen-
cia de lagunas de Howship y el escaso nimero de osteoclastos en los huesos largos son hallazgos diagndsticos de
la osteopetrosis bovina (Thompson, 2007; O"Toole y col., 2011). Los poco osteoclastos encontrados estaban libres
en la médula 6sea, carecian de borde en cepillo y presentaban degeneracion o apoptosis, en contraste con la osteo-
petrosis recesiva infantil o maligna -la forma de osteopetrosis humana més parecida a la enfermedad bovina (Tolar
y col., 2004; Stark y Savarirayan, 2009)- y la osteopetrosis de los potros Paso Peruano (Nation y Klavano, 1988),
enfermedades en las cuales los osteoclastos son morfol6gicamente normales y su nimero es normal o esta aumen-
tado. Los diagndsticos diferenciales son pocos. La osteosclerosis causada por la infeccion por el virus de BVD en
fetos difiere de la osteopetrosis hereditaria en que la retencidn de hueso esponjoso es zonal en vez de generalizada
como en la osteopetrosis (Scruggs y col., 1995), mientras que la displasia metafisaria reportada en fetos y neona-
tos de diferentes razas se caracteriza por acumulo intramedular de esponjosa secundaria, en vez de esponjosa pri-
maria (Umemura y col., 1988).

Los rodeos investigados mostraron que la enfermedad es letal. La mayoria de los terneros afectados eran mor-
tinatos o abortos a término, excepto un animal que sobrevivié durante 1-2 dias caido en el campo. Los animales
nacidos vivos en la osteopetrosis son muy raros y nunca sobreviven mas de 1-7 dias (Leipold y col., 1971;
O’Toole y col., 2011). Fenotipicamente estos animales son iguales a los mortinatos, excepto tal vez porque las
lesiones encefalicas son algo mas leves (O Toole y col., 2011). Genéticamente, sin embargo, los terneros nacidos
vivos son heterocigotos, no homocigotos, para la mutacién SLC4Az2, abriéndose la posibilidad de que dichos ter-
neros sean en realidad heterocigotos compuestos, es decir, portadores de 2 mutaciones diferentes en el mismo
locus (O Toole y col., 2011). Una situacion similar ocurre en la osteopetrosis humana debida a diferentes muta-
ciones en el gen CLCN7 (Tolar y col. 2004; Askmyr y col., 2009). Hay actualmente trabajos de investigacion en
marcha para determinar las bases moleculares de la osteopetrosis en estos terneros Red Angus heterocigotos para
la mutacion SLC4A2 (O'Toole y col., 2011).

La compresion de la corteza parietal por las malformaciones craneanas y la hernia de cerebelo/médula oblon-
ga son incompatibles con la vida y explican las muertes perinatales (Leipold y col., 1970; O'Toole y col., 2011).
Aungue las lesiones neuroldgicas son mas leves en los terneros nacidos vivos (O Toole y col., 2011), estos anima-
les parecen igualmente inviables debido a la imposibilidad para levantarse y a la severa deformacion orofacial y la
estenosis de los meatos nasales que les impide mamar y respirar adecuadamente. Las deformaciones internas de la
béveda craneana, especialmente las salientes del presfenoides y el engrosamiento de las suturas fronto-parietales,
son lesiones Unicas de la osteopetrosis bovina y no han sido reportados en humanos ni en otras especies (O"Toole
y col., 2011). La especie bovina en general, y la raza Aberdeen Angus en particular, es craneoencefalicamente
muy madura al nacimiento (Gore y col., 1994), por lo que es de esperar que una menor resorcion ésea por inacti-
vidad de los osteoclastos afecte en mayor medida el modelado/remodelado del créneo en esta especie.

Se determin6 que la enfermedad en Uruguay es debida a la mutacion del gen SLC4A2, la misma que causa la
osteopetrosis en la raza Red Angus en EE.UU y Canada (Meyers y col., 2010). La mutacion SLC4A2 est4d muy
difundida en esos paises, reportdndose una prevalencia de heterocigotos de 9.4% en toros Red Angus de pedigri
de diferentes lineas de sangre (Meyers y col., 2010) y de hasta 20% en vaquillonas de un rodeo de Wyoming que
habia usado intensivamente toros portadores de la linea BUF CRK ROMEO (O'Toole y col., 2011). Germoplasma
de ésta y otras lineas de toros portadores se han utilizado en cabafias de élite de Uruguay, como puede comprobar-
se cruzando datos del Catéalogo de Pedigri del Prado del 2010 con el listado de defectos genéticos de la Red Angus
Association of America (http://redangus.org/genetics/defects/list/carrier/OS). En la presente investigacion, la os-
teopetrosis se diagnosticd tanto en rodeos de vacas Aberdeen Angus coloradas puras como en vacas cruza negras
x coloradas, todas servidas con toros Red Angus adquiridos en distintas cabafias nacionales. Dado que ambos
predios eran de tipo comercial y que la enfermedad ocurri6 con relativamente alta incidencia (6,8%, predio N° 1;
7,5%, predio N° 2), es muy factible que el gen de la osteopetrosis haya traspasado los planteles de pedigri y ya
esté difundido en los rodeos generales, tal vez con més frecuencia en el Aberdeen Angus colorado que en el ne-
gro. Los defectos deletéreos recesivos sdlo se expresan fenotipicamente en estado homocigosis, por lo que pueden
pasar afios o décadas antes de ser reconocidos, cuando ya estdn muy diseminados en una poblacion (Agerholm,
2007; Meyers y col., 2010; Windsor y col., 2011). La ocurrencia de la osteopetrosis del gen en ambas variedades
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se explica porque en Uruguay, a diferencia de EE.UU y otros paises, el Aberdeen Angus negro y colorado se man-
tienen unificados en el mismo registro genealdgico, y por lo tanto hay un intercambio mas o menos libre de ger-
moplasma entre ambas variedades.

En conclusién, la osteopetrosis letal hereditaria estd presente en la raza Aberdeen Angus colorado y negro en
Uruguay. La enfermedad es debida a la mutacion del gen SLC4A2 y probablemente es mas frecuente en la varie-
dad colorada (Red Angus) que en la negra. La mutacién probablemente esta muy difundida en nuestro pais ya
gue: 1) la enfermedad se presentd en predios comerciales, 2) los toros padres provenian de diferentes cabafas
nacionales y 3) la importacion de semen de toros portadores que se ha hecho en el pais.

FIGURAS

Figura 1. Braquignatia inferior severa en ternero Aberdeen Angus colorado (Caso 1)
Figura 2. Mandibula con impaccion de molares, arqueamiento y fusion de procesos coronoide y condilar (flecha) (Caso 1)

Figura 3. Hernia de cerebelo y médula oblonga dentro del foramen magnun o malformacién de Arnold-Chiari tipo 1l (Caso 1)

Figura 4. Deformaciones 6seas severas en interior de la cavidad craneana (Caso 2). Se destacan las imperfecciones de lamina

cribosa (C), alas del presfenoides salientes (estrellas) y constriccion de la pars basilaris por engrosamientos internos de condi-
los occipitales (flechas).
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Figura 5. Corte sagital de crdneo mostrando ausencia de senos esfenopalatino y senos frontales y cornetes nasales
grandes obstruyendo los pasajes aéreos (Caso 2)
Figura 6. Corte sagital de humero de Caso 1 mostrando la cavidad medular rellena de esponjosa primaria dispuesta
en “doble cono” (estrellas). Las metafisis estan ensanchadas y las placas de crecimientos son normales.

Figura 7. Corte histolégico de metéfisis distal de himero (Caso 1). Se observan las trabéculas condro-dseas
interconectadas, los osteoclastos necroticos (flecha) y la ausencia de lagunas de Howship. H&E, 400x.
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