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RESUMEN

La presente Tesis se realiz6 con la finalidad de demostrar los efectos toxicos, en la
especie ovina, de Euploca ocellata (Cham.), previamente conocida como
Helliotropium ocellatum. Dicha planta fue asociada a la aparicion de casos
espontaneos de fotosensibilizacibn en ovinos en la zona Este de nuestro pais. El
ensayo consisti6 en la intoxicacion experimental de un ovino hembra, raza
Corriedale, 22 kg de peso vivo. Un ovino macho de la misma raza y de peso similar
se utilizd6 como control. La planta se recolecté en el mes de abril del afio 2015, en la
102 secc. Policial del departamento de Lavalleja, en el paraje Costa de Corrales. En
el mismo potrero donde habia ocurrido la enfermedad espontanea. La misma se
mantuvo refrigerada a 4 °C hasta el final del ensayo. La reproduccién experimental
se realiz6 durante el mes de mayo de 2015. El animal recibié diariamente 40
g/kg/dia de la planta, durante 14 dias. En este periodo se realiz6 un monitoreo diario
de los animales, observando su comportamiento y actitud, se procedi6 a la
extraccion diaria de sangre para funcionalidad hepéatica, analisis de orina, evolucion
del peso vivo y a la medicion de parametros clinicos, temperatura, frecuencia
cardiaca y respiratoria. En el trabajo experimental no se observaron signos clinicos
de enfermedad fotosensible en el animal experimental durante la duracion del
mismo. Posteriormente se realiz6 la necropsia, en donde no se encontraron lesiones
macroscopicas significativas, en la histopatologia la principal lesion encontrada fue
una colangitis periportal hiperplasica, asociada a la presencia de cristales en bilis,
similar a los casos espontaneos. Los resultados obtenidos sugieren a Euploca
ocellata (Cham.) como responsable de los brotes de fotosensibilizacion asociada a

cristales en ovinos en la regién Este de Uruguay.



SUMMARY

The experiment was carried out with the goal of demonstrating the toxic effects in the
ovine species of Euploca ocellata (cham.), previously known as Helliotropium
ocellatum. This plant was associated with the outbreak of hepatogenous
spontaneous photosensitization in sheep production mainly in the east region of our
country. The trial consisted of the experimental intoxication of a young ewe,
Corriedale breed, 22.4 kg of live weight. In addition, a wether of the same breed and
weight was utilized as control treatment. The plant was collected in April 2015, at the
10" Police station in Lavalleja department, at Costa de Corrales, in the same
pastureland where the spontaneous disease had appeared. The samples were kept
under refrigeration at 4°C during the entire experiment. The experimental intoxication
took place during the month of May 2015. The animal received a daily dose of 40
g/k/day (896 g/of plant/day) of the plant during 14 days. During this period of time,
the animals were assessed daily, and their behavior and attitude were observed.
Daily blood sampling for liver function and measurement of clinical parameters such
as temperature, heart rate and respiratory rate were also performed. In the
experimental work, no clinical signs of photosensitivity were observed in the animal
during its duration. At necropsy, no gross lesions were observed, but a hyperplastic
periportal cholangitis associated with the presence of bile crystals showed the
histological examination. According to results, it is likely that Euploca ocellata (cham.)
is responsible for the outbreak of photosensitivity associated to crystals in ovines in

the eastern region of Uruguay.



INTRODUCCION

Diversos investigadores han estudiado el impacto economico de las
intoxicaciones por plantas, tanto a nivel regional (Riet-Correa y Medeiros, 2001; Rissi
y col., 2007; Assis y col., 2010), como en nuestro pais (Riet-Correa y Medeiros,
2001; Rivero y col., 2011a; Dutra, 2013).

En la region Este del Uruguay, se reportdé que las enfermedades de origen
toxicologico en ovinos muestran una incidencia de un 19,4 %, mientras que las
parasitarias representan un 27,8 %, las bacterianas un 26,9 %, las viricas el 4,6 %, y
otras causas el 21,3 % (Dutra, 2013).

La cantidad de plantas diagnosticadas como toxicas para rumiantes y equinos
se incrementa constantemente debido al perfeccionamiento de los diagnésticos
(Moraes y col.,, 2009), los cuales se basan en la patologia y reproduccién
experimental de las enfermedades (Riet-Correa y Medeiros, 2001). En nuestro pais
se reconocen hasta el momento 45 especies pertenecientes a 37 géneros de plantas

toxicas para ovinos y/o bovinos (Garcia y Santos y Capelli, 2016).

El presente trabajo surge a partir de un brote de fotosensibilizacién asociada a
cristales, ocurrido en la 102 secc. Policial del departamento de Lavalleja, en el paraje
Costa de Corrales, durante el mes de marzo del afio 2015. Los animales
pastoreaban un potrero de campo natural, de 170 hectareas, en donde se
encontraba pastoreando un lote de 120 ovinos de raza Texel, de diferentes
categorias, capones, ovejas y corderos. Del total de animales que pastoreaban en
dicho potrero, los que presentaron sintomas fueron exclusivamente corderos,
observandose el cuadro de fotosensibilizacion en 15 de ellos (Morbilidad de un 12,5

%), de los cuales 2 murieron (Mortalidad de un 1,7 %) (Fig. 1).
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Figura 1. Cordero muerto con sintomas de fotosensibilizacion
hepatogena. (Fuente: Dutra y col., 2015).
El potrero en el que se encontraban los animales estaba en las orillas de una
represa, y los animales pastoreaban Unicamente el forraje verde que quedaba al

bajar el agua de la misma, que estaba compuesto en su amplia mayoria por Euploca
ocellata (Cham.) (Fig. 2).

Figura 2. Potrero en el que ocurrié el brote, cubierto en su mayoria por plantas de la especie
Euploca ocellata (Cham). (Fuente: Dutra y col., 2015).

Los sintomas clinicos observados fueron los correspondientes a un cuadro de
fotosensibilizacién, con necrosis, edema, grietas en la piel de la cara, base de las
orejas, labios, parpados edematizados y cerrados (Fig. 3a y b), dermatitis en la
region de la ingle (Fig. 3c) y rodete coronario (Fig. 3d). Ademas, los animales
presentaron sintomas de depresion, cabeza agachada con sacudidas, postracion y
en 2 casos muerte (Fig. 1) (Dutray col., 2015).
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(©) | (d)
Figura 3. Sintomas de fotosensibilizacién en diferentes zonas de la cabeza (a y b), ingle (c) y
rodete coronario (d). (Fuente: Dutra y col., 2015).

En la necropsia, los principales hallazgos macroscopicos fueron ictericia de la
carcasa (Fig. 4), hepatomegalia con coloracién amarillenta (Fig. 5), y la corteza renal

se encontro de color verde-amarillento (Dutra y col., 2015).

Figura. 4. Ictericia de la carcasa. Figura 5. Hepatomegalia, ictericia.

(Fuente de ambas fotos: Dutra y col., 2015).

Los hallazgos mas relevantes se encontraron a la histopatologia, donde las
lesiones de mayor interés se hallaron en el higado, que presenté colestasis,
colangitis hiperplasica y pericolangitis linfocitica, con presencia de macréfagos
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espumosos (Fig. 6b). Ademas, en el interior de los ductos biliares portales se
observaron cristales birrefringentes bloqueando la luz ductal (Fig. 6a). El diagnostico
en base a esto fue el de colangiopatia asociada a la formacion de cristales (Dutra y
col., 2015).

a) (b)

Figura. 6. Colangitis con cristales intraductales (flechas). (Fuente: Dutra y col., 2015).

El objetivo de este trabajo es conocer si Euploca ocellata (Cham.) es
causante de fotosensibilizacion hepatégena en la especie ovina, describir signos

clinicos, hallazgos de necropsia y analisis de laboratorio.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Dentro de la presente revision bibliografica, se buscara realizar un enfoque de
las principales plantas reportadas como causantes de colangiopatia asociada a
cristales en distintas partes del mundo, asi como ampliar el conocimiento sobre
Euploca ocellata (Cham.). Para esto, consideramos de vital importancia, entender
previamente el concepto de planta toxica, su modo de accién, la importancia en los
sistemas productivos, la epidemiologia de las intoxicaciones, como su diagndstico,

control y profilaxis.
Planta toxica

Se considera planta téxica de interés pecuario todas aquellas que ingeridas
causan perjuicio a la salud de los animales, siendo imprescindible la comprobacion
experimental de su toxicidad. Dentro de esta definiciébn no estan incluidas las plantas
gue s6lo demostraron experimentalmente su toxicidad, o aquellas que evidenciaron
un principio activo toxico por analisis quimico u otra técnica de laboratorio sin
realizar su comprobacién experimental, incluyéndose en la definicién solo las plantas
gue producen cuadros clinicos patolégicos en condiciones naturales (Tokarnia y col.,
2000).

Segun el principio de Paracelso “Sola dosis facit venenum” (“Solo la dosis hace
el veneno”), de modo que existen plantas que son téxicas a muy bajas dosis y nunca
podrian ser ingeridas por los animales, como por ejemplo Baccharis coridifolia (Riet-
Correa y Medeiros, 2001). Por el contrario, otras requieren dosis mucho mas altas e
incluso presentan un alto valor nutricional por lo que se las utiliza en condiciones
forrajeras, como algunas del género Medicago spp, Trifolium spp, asi como Sorghum
spp. Las plantas s6lo son téxicas bajo determinadas condiciones, las cuales deben

conocerse bien para prevenir las intoxicaciones (Villar y Ortiz, 2006).
Epidemiologia de las intoxicaciones por plantas

Diversos factores influyen en la aparicion de las intoxicaciones por plantas,
referentes tanto a éstas como a los animales (Tokarnia y col, 2000). Los factores
gue a la planta refieren estan ligados, por ejemplo, a la etapa de crecimiento en la
gue la misma se encuentra, de tal manera que algunas seran toxicas en la fase de

brotacién (Tokarnia y col, 2000), como por ejemplo la intoxicacion por Vernonia
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plantaginoides (Costa y col., 2014; Dutra y col., 2016). Otras aumentan su toxicidad
en caso de floracion (Tokarnia y col, 2000), como es el caso de Nierembergia

rivularis (Garcia y Santos y col., 2012).

La toxicidad también varia de una parte a otra de la hierba, asi pues, gran
cantidad presentan la mayor toxicidad en sus hojas como Solanum glaucophyllum
(Garcia y Santos y col., 2007); Anagallis arvensis (Rivero y col., 2001), mientras que
otras la presentan en partes como frutos, tallos y raices, como es el caso de
Phytolacca dioica (Iriarte y col., 2011). Algunas pierden su toxicidad en condiciones
de almacenamiento como Halimium brasiliensis (Riet-Correa y col., 2009a) y algunas
mantienen la toxicidad aun después de secas como Nerium oleander (Bonino y col.,
2013).

La palatabilidad también es un elemento a tener en cuenta, ya que por el
contrario de lo que se cree, acerca de gue solamente causan intoxicacion las plantas
no palatables, un nimero importante de plantas y hongos son altamente apetecibles
(Riet-Correa y col., 1993), como es el caso de la intoxicacion por cobre en el
pastoreo de Trifolium repens (Rivero y col., 1989) o la intoxicacion por Ramaria
flavo-brunnescens (Rivero y col., 2011a).

Por su parte, la sed y el hambre, también adquieren una importancia como
factores epidemiolégicos, actuando en muchas ocasiones, conjuntamente con el
transporte y el desconocimiento de las plantas por parte de los animales (Riet-
Correa y col., 1993), como es el caso de la intoxicacion por Baccharis coridifolia
(Riet-Correa y Medeiros, 2001).

Durante épocas en las que hay déficit de pasturas, como el invierno o las
sequias, algunas plantas toxicas permanecen verdes y, frente a la escasez de
alimento, a pesar de su menor palatabilidad, son ingeridas por animales
hambrientos. La privacion de agua también actia como predisponente, los animales
pierden la capacidad de seleccion y palatabilidad, condicién que favorecen la ingesta
de plantas téxicas poco palatables (Riet-Correa y col., 1993), como es el caso de la
intoxicacion con C. parqui (Riet y col., 1979). En lo que a los animales respecta, se
debe valorar la especie (no todas tienen la misma vulnerabilidad frente a una misma
planta), la pigmentacion, el peso corporal, asi como las condiciones de manejo que

los animales se encuentran (Tokarnia y col., 2000).
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Modo de accién de las plantas toxicas

Es de destacar que la sola presencia de la planta téxica no lleva a la
intoxicacion. La mayoria de las veces para que esto ocurra tienen que estar
presentes ciertos factores que la favorecen la enfermedad, ya sea ligado a la planta,

al animal o al sistema de produccion (Riet-Correa y col., 1993).

La mayoria de las plantas tienen principios toxicos propios, afectando 6rganos
especificos, de modo que unas afectan el tracto digestivo, otras la funcién cardiaca,
otras el aparato renal y otras el sistema nervioso central (Riet-Correa y col., 2007).
Para que se produzca un dafio en la salud del animal, el mismo debe ingerir una
determinada cantidad de planta toxica, que se relaciona directamente con el peso

del animal (Tokarnia y col., 2000).
Diagnéstico de intoxicaciones por plantas

Es necesario para el diagndéstico de las intoxicaciones por plantas conocer las
especies toxicas de la region y los cuadros clinico-patologicos producidos. Son
fundamentales los datos epidemioldgicos, como presencia de la planta, fase de
desarrollo, frecuencia de la enfermedad, época de ocurrencia y condiciones en la
que la ingestién acontece. Registrar los signos clinicos, morbilidad, mortalidad y la

necropsia de uno o0 mas animales es importante (Tokarnia y col., 2000).

El estudio de la bioquimica sanguinea puede aportar datos importantes para
el diagnéstico diferencial en determinados casos. Los estudios toxicolégicos y
reproducciones experimentales a nivel de laboratorio no son de rutina para el
diagnéstico de intoxicacion (Riet-Correa y col., 1993), pero si para confirmar el
diagnéstico de una especie nueva en una regiéon (Dutra, F. comunicacion personal,
2015). La cuantificacion del principio activo, puede en ciertas intoxicaciones

confirmar el diagnostico (Riet-Correa y col., 1993).
Control y profilaxis

En las intoxicaciones por plantas, la prevencion y el control se ha basado en
el entendimiento de factores asociado a éstas, a los animales, al medio ambiente y a
factores de manejo. Algunas medidas preventivas que se utilizan incluyen: manejo
controlado de animales en pasturas, utilizacion de otra especie de animal o de
categorias resistentes, impedir que animales recientemente transportados con

hambre o sed tengan acceso a plantas toxicas (Riet-Correa y col., 1993).
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Como primera medida ante la sospecha de intoxicaciébn por consumo de
plantas toxicas se deben retirar los animales del potrero problema, con el objetivo
de evitar que los mismos continien consumiendo la planta. Cuando nos enfrentamos
a una intoxicacion que causa muerte subita, el retiro debe efectuarse con excesivo
cuidado y lentamente, porque el ejercicio puede acelerar la muerte de los animales.
Cuando se trata de intoxicaciones de evolucion subaguda o cronica esta medida de
manejo no es efectiva, debido a la existencia de lesiones irreversibles. La segunda
medida a ser tomada se refiere al tratamiento de los animales enfermos (Tokarnia y
col., 2000).

Es importante sefialar que para la gran mayoria de las intoxicaciones por
plantas no existen tratamientos especificos o antidotos. Esto hace que prevenir la
absorcién de los principios activos téxicos a nivel gastrointestinal, el tratamiento
sintomatico, asi como promover la excrecion de sustancias toxicas, son los

tratamientos a eleccion (Tokarnia y col., 2000).

Por lo tanto, el mayor empefio debe dirigirse a la prevencion de la
intoxicacion, la erradicacion de las plantas toxicas es la mejor medida de profilaxis,
lo que es demasiado dificultoso para plantas nativas. Evitar el acceso de los
animales en aéreas invadidas por estas plantas en las cuales es imposible su
erradicacion es asi indispensable, mientras que entender el ciclo biolégico de la
planta en cuestion, nos permite realizar un pastoreo diferencial estacional (Tokarnia
y col., 2000).

Otras medidas profilacticas utilizadas son la eliminacion de especies de
plantas toxicas por extraccion manual, uso de herbicidas, quema o arado de la tierra
y el pastoreo con animales no susceptibles. También se ha propuesto la utilizacion
de semillas certificadas en el cultivo de especies forrajeras para evitar la difusién de

especies toxicas (Riet-Correa y col., 1993; Tokarnia y col., 2000).
Importancia econémica

Una de las grandes pérdidas de la industria ganadera pastoril se debe las

intoxicaciones por planta (James y col., 1992; Riet-Correa, 1993).

Las pérdidas econOmicas pueden ser directas o indirectas, las primeras
asociadas a muertes de animales, disminucion de indices reproductivos (abortos,

infertilidad), reduccion de la productividad de los animales sobrevivientes y otras
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alteraciones derivadas de patologias transitorias, como enfermedades subclinicas
con disminucién de la produccion de leche, carne y lana, y aumento de la
susceptibilidad a otras patologias por la depresién inmunolédgica. Mientras que las
pérdidas indirectas refieren a los costos de controlar las plantas téxicas, medidas de
manejo para evitar la ocurrencia de intoxicaciones, gastos asociados al diagnéstico y

tratamiento de los animales afectados (Riet-Correa y col., 1993; James, 1994).
Principales intoxicaciones en ovinos en laregiéon Este del Uruguay

En el laboratorio DILAVE Miguel C. Rubino de Treinta y Tres, Regional Este.
Se han reportado desde el afio 1989 a la fecha, intoxicaciones en ovinos por: Cobre;
larvas de Perreyia flavipes; Ramalia flavo-brunnescens; Cestrum parqui; Halimiun
brasiliensis; Vernonia plantaginoides; Baccharis coridifolia; Nierembergia veitchii;
Nitratos y nitritos; Monensina ; Tilmicocina; fotosensibilizacion y colangiopatias por
cristales en el higado; (Dutra, 2013; Romero y col., 2013: Dutra, F. comunicacion

personal, 2016).
Fotosensibilizacion

Fotosensibilizacion o fotodermatitis es una enfermedad ocasionada
generalmente por vegetales o micotoxinas. Los animales desarrollan una
hipersensibilidad a la luz solar de cierta longitud de onda como consecuencia de
agentes fotodinamicos en la circulacion periférica, produciendo una dermatitis en las

zonas de piel depigmentada (Perusia y Rodriguez, 2004).

La fotosensibilizacion hepatégena es una enfermedad que se produce cuando
sustancias hepatotoxicas, plantas venenosas, micotoxinas, farmacos o agentes
infecciosos, lesionan el higado lo suficiente para impedir la excrecién de la
filoeritrina, que es un metabolito producido en el tracto gastrointestinal como
resultado del metabolismo de la clorofila. La filoeritrina es un agente fotodinamico
gue se elimina por via hepatica. Cuando el higado esta afectado, la filoeritrina se
acumula en el torrente sanguineo, aumenta la sensibilidad de la piel, lo que permite

a los rayos ultravioletas (UV) causar lesiones (Scheie y col., 2002; Smith, 2000).

Los signos clinicos de fotosensibilizacion en el ganado se caracterizan por
eritema, formacion de arrugas y la formacion de costras sobre grandes areas de la
piel, especialmente cuando la piel no es pigmentada y se expone a una alta cantidad

de luz solar, como la espalda, el lomo y cuello. Otros signos clinicos son, pérdida de
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apetito, nerviosismo, picazén, lagrimeo, poliuria, edema, retrasos en la cicatrizacion,
gueratitis, ceguera, ictericia, debilidad y deshidratacion, pudiendo provocar la
muerte de los animales. De este modo, la fotosensibilizacion hepatbégena causa
elevadas pérdidas econdmicas, debido al dafio en el sistema de produccion
(Stannard, 1994).

Plantas que causan colangiopatias asociadas a cristales por saponinas

Las saponinas intervienen en varias intoxicaciones del ganado que
comprenden fotosensibilizacibn secundaria. Algunas de las plantas implicadas
incluyen Tribulus terrestres (Coetzer y col., 1983; Kellerman y col., 1991; Miles y
col., 1994; Aslani y col., 2003), Agave spp. (Mathews y col., 1940; San Andrés y
col.,, 2000), un numero de gramineas tropicales incluyendo a Brachiaria spp.
(Driemerier y col., 2002; Brum y col., 2007; Riet-Correa y col., 2011; Castro y col.,
2011; De Oliveira y col., 2013; Gracindo y col., 2014) y Panicum spp. (Bridges y
col., 1987; Odriozola y col., 2009; Riet-Correa y col., 2009), Nolina texana
(Mathews, 1940), y Narthecium ossifragum, causante de Alveld (Wislgff y col.,
2002; Flagyen y Wilkins, 1997).

Tribulus terrestris

Tribulus terrestris es una planta anual, con distribucién mundial, perteneciente
a la familia Zygophyllaceae. Se sabe que la ingestion de dicha planta, bajo ciertas
condiciones, puede ser causante de brotes de fotosensibilizacion hepatégena en
ovejas y cabras, enfermedad que se conoce como “tribulosis ovina” (Aslani y col.,
2003), esta planta es responsable de grandes pérdidas en Africa del Sur, donde la

enfermedad se conoce como Geeldikkop (Cheeke, 1996).

La planta es una hierba postrada, semestral, nutritiva, que esporadicamente se
vuelve toxica bajo ciertas condiciones, por ejemplo cuando las plantas jovenes se
marchitan durante los periodos secos que sigue a las lluvias de verano (Kellerman y
col., 1991).

La tribulosis ovina ha sido reportada como de gran impacto econdmico en
Sudafrica, puesto que mas de medio millon de animales pueden verse afectados en
una sola estacion. Dicha enfermedad también se reportada en otros paises, como

ser Australia, Estados Unidos, Argentina e Iran (Aslani y col., 2003).
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La intoxicacién por T. terrestris, es una de las enfermedades fotosensibles de
los pequefios rumiantes, caracterizada por la deposicion de material cristaloide
birrefringente que produce la oclusion del sistema biliar, Io que causa la acumulacion

de filoeritrina en bilis y, consecuentemente, en sangre (Aslani y col., 2003).

En cuanto a la patogenia de la enfermedad, se ha sugerido que el principio
activo presente en T. terrestris, desencadenante de la formacion de cristales, son
saponinas esteroidales, mas especificamente disogenina y yamogenina, las que una
vez ingeridas son metabolizadas a epismilagenina y episarsasapogenina (Miles y
col., 1994). Estas ultimas se encontraron presentes en cristales biliares de ovejas
intoxicadas experimentalmente con T. terrestris, los que estaban formados por una

mezcla de sales de calcio, epismilagenina y episarsasapogenina (Miles y col., 1994).

En un experimento realizado en Irdn por Aslani y col. (2003), se observo que
ovejas en las que la intoxicacion se reprodujo experimentalmente, manifestaron
distintos grados de fotosensibilizacion, con sintomas que variaron desde un leve
prurito, a la aparicidon de costras secas, fotofobia, secrecion ocular serosa, ictericia,
depresion, pérdida de apetito y peso corporal. Los indicadores séricos de dafio
hepatico, como ser la Aspartato aminotransferasa (AST), la Fosfatasa alcalina (FAS)
y bilirrubina total, también se mostraron aumentados en dicho experimento.
Histologicamente, en higados de animales afectados se observaron cantidades

variables de cristales en los conductos biliares (Aslani y col., 2003).

No se ha explicado la condiciobn eventual en la que ocurren los brotes de
Geeldikkop, diferentes investigadores han reportado la presencia de esporidesmina
asociado a los brotes de tribulosis ovina, se especula que niveles bajos de ésta
podrian desencadenar la enfermedad (Kellerman y col., 1980). Wilkins y col., (1996)
sugirieron la existencia de poblaciones de T. terrestris litogénicas y no litogénicas,
diferencia que radica en el tipo de saponina que cada planta contenga, y que se
cree, que puede estar determinada por factores genéticos (inherentes a la propia
planta) o ambientales. Sin embargo Wang, (1991) propone diferencias estacionales
en la concentracibn de saponinas presentes en T. terrestres para explicar lo

ocasional de la ocurrencia de los brotes.
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Agave spp.

Agave lechuguilla y Agave americana pertenecientes a la familia de las
Agavaceae, son hierbas perenne muy robustas, de hojas sentadas, de base
envainante y margen espinoso (San Andrés y col., 2000). Se desarrollan en zonas
bajas, como al pie de las colinas, valles secos y bordes de camino. A. americana
estd propagada por diversas partes de Europa, en cambio A. lechuguilla se
encuentra principalmente en los desiertos de Chihuahua y Sonora de Estados
Unidos y México. Contienen diosgenina y esmilagenina, las cuales tienen mayor
concentracion en la planta joven que en la madura (Mathews y col., 1938; San
Andrés y col., 2000).

Wall y col. (1962) reportaron que las hojas de Agave lechuguilla contienen, en
promedio un 1% de esmilagenina (una variedad de sapogenina soluble en agua),
como Uunico constituyente de sapogenina presente en la planta. A su vez,
establecieron que existiria un pico en la concentracién de sapogeninas presentes en
la planta en torno al mes de setiembre, y que las hojas verdes, raices y hojas

marchitas contienen el mismo porcentaje (en base seca) de esmilagenina.

Otros investigadores reportaron, ademas de la esmilagenina, la presencia de 8
sapogeninas mAas: yucagenina, gitogenina, hecogenina, tigogenina, diosgenina,

gentrogenina, clorogenina y ruizgenina (Blunden y col., 1980).

La intoxicacion por esta planta ocasiona el sindrome llamado “Cabeza
Hinchada”, “Fiebre de la Cabra” y “Fiebre de la Lechuguilla”, que afecta a ovinos y
caprinos y rara vez a bovinos. La morbilidad es variable, entre el 5y 30 % (Mathews
y col., 1938).

Las principales caracteristicas del cuadro clinico son indiferencia, debilidad,
anorexia, inflamacion facial, secrecion ocular y nasal serosa amarillenta, mucosas
ictéricas, orina oscura, e incluso la muerte (Mathews y col., 1938; San Andrés y col.,
2000).

Las lesiones encontradas son muy similares en ambas especies de Agave.
Alteraciones cutaneas, deshidratacion, necrosis de la piel en zonas no pigmentadas
con desprendimiento y edema subcutaneo en la cabeza. El higado se encuentra
hipertréfico y degenerado, de coloracién amarillo, con la capsula engrosada, la

vesicula biliar se encuentra distendida y ocasionalmente tiene consistencia pastosa,
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los conductos biliares engrosados y ocluidos (Mathews y col., 1938; San Andrés y
col., 2000).

A la microscopia del higado se observo edema intracelular del endotelio capilar,
infiltracion edematosa, infiltracién grasa del parénquima hepatico, pigmentos biliares
y ductos de diferentes tamafos con cristales en su interior (Mathews y col., 1938).
Lesiones degenerativas en rifiones (San Andrés y col., 2000), precipitados de
células y albuminas, que obstruyen los tabulos, produciendo necrosis e hiperplasia
del tejido renal (Mathews y col.,, 1938). Aumento de enzimas hepaticas y
bilirrubinemia (San Andrés y col., 2000), aumento de plolimorfonucleares y
nitrdgeno no proteico en sangre. En orina se observd presencia de albiminas
(Mathews y col., 1938).

Narthecium ossifragum

Alveld, como se conoce normalmente a la intoxicacién por la ingestion de
Narthecium ossifragum, es una enfermedad fotosensible, de origen hepatico, que
afecta a ovejas (mayormente corderos) en la costa oeste de Noruega, las Islas
Britanicas, y en las Islas Faroe (Wislgff y col., 2002). Perteneciente a la familia de las
Nartheciaceae, esta hierba perenne florece entre junio y agosto, y pudiendo alcanzar
entre los 15 a 40 centimetros de altura, crece en terrenos acidos y pobres en
nutrientes. Ademas de los ya nombrados, se ha reportado su presencia en los
Paises Bajos, Bélgica, en el noroeste Alemania, el oeste y el centro de Francia,
norte de Espafa y Portugal (Cheeke, 1996).

Diversos intentos de inducir fotosensibilizacion en corderos mediante la
administracion de N. ossifragum ain no han sido exitosos (Flagyen y col., 1991). Sin
embargo, se ha logrado producir fotosensibilizacion en corderos mediante la
administracion de grandes dosis de saponinas crudas obtenidas de esta planta
(Flagyen y Wilkins, 1997).

Asi mismo, N. ossifragum ha sido reportada como causante de nefrotoxicosis
en ganado bovino y ovino, aunque los resultados experimentales han sugerido que
la toxina responsable de producir el dafio renal no seria la misma que la causante de
la enfermedad hepéatica (Flagyen y Wilkins, 1997). Por otra parte, en un experimento
realizado por Wislgff y col., (2002), se reportdé que las saponinas presentes en N.

ossifragum tendrian muy poca 0 ninguna importancia en la produccion de
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enfermedad renal, ya que no fueron encontradas saponinas libres ni conjugadas en

la orina de animales alimentados con dicha planta.

Las saponinas que se encuentran en mayor proporciéon en N. ossifragum son
los glucésidos de sarsapogenina y esmilagenina. Una vez ingeridas, estas
saponinas son rapidamente hidrolizadas en el rumen a sapogeninas libres, las que
se reducen, para formar episapogeninas. Posteriormente ambas, episapogenina y
sapogenina, son absorbidas en duodeno y yeyuno y transportadas via porta al
higado, donde se conjugan con el acido glucorénido, para su posterior excrecion a la
bilis (Flagyen y Wilkins, 1997).

La enfermedad producida por la ingestion de N. ossifragum es similar a la que
se da en cuadros de intoxicacidbn por animales que pastorean T. terrestris, A.
lechuguilla, Panicum spp., Brachiaria decumbens o Nolina spp. (Wislgff y col., 2002).
Wislgff y col., (2002), respald6 lo sugerido afios anteriores por Flagyen vy col.,
(1999), quien sugirié que la acumulacién de filoeritrina en Alveld es provocada por
una disfuncién, o un dafo, de los hepatocitos, y no por obstruccion de los ductos

biliares.
Nolina texana

Nolina texana S. Watson (Sacahuiste), de la familia de las Aspargaceas, es una
planta perenne, con una base lefilosa gruesa, de aproximadamente 15 centimetros
de altura. Esta presente en Estados Unidos, en los estados de Texas y Nuevo
México. Su habitat natural son prados, terrenos pedregosos y colinas bajas
(Mathews, 1940).

La intoxicacion con Nolina texana, o “Sacahuiste”, es por lo general conocida
como “Cabeza hinchada” o “Fevered” (Mathews, 1940). Esta intoxicacion afecta a
ovejas, cabras y raramente a bovinos. Los brotes naturales se dan en la época de
floracion de la planta, generalmente a principios de abril, pero puede adelantarse o

atrasarse en funcién de las variaciones climaticas del momento (Mathews, 1940).

Segun lo describi6 Mathews (1940) la morbilidad varia del 1 al 20 % de los
animales, dependiendo del niumero de plantas florecidas que se encuentren en el
momento. Una elevada floracion es asociada con una mayor morbilidad, y de la
misma manera, una menor floracibn se corresponde con un ndamero menor de

animales afectados. La mortalidad es por lo general igual a la morbilidad, ya que
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muy pocos animales se recuperan si es que han ingerido suficiente material téxico

como para producir signos de enfermedad evidentes (Mathews, 1940).

En el ganado bovino, las pérdidas raramente son tan severas como en cabras
u ovejas (Mathews, 1940), siendo las cabras son mas susceptibles que las ovejas
(Petersen & Ueckert, 1992)

La enfermedad se caracteriza por ictericia, lesiones en higado y rifidn, asi
como edema en la zona de la cara y orejas. La sintomatologia y patologia son
similares a las observadas en animales intoxicados por A. lechuguilla, o bien, a otras

plantas que produzcan enfermedad fotosensible (Mathews, 1940).

Mathews, (1940), establecid que en los casos naturales la sintomatologia
clinica se caracteriza por pérdida del apetito, ictericia (caracterizada por un inusual
amarillo intenso), sed, postracion y apartamiento de la majada. Los corrimientos
oculares y nasales, primero serosos y después mucopurulentos, también son un
sintoma clinico frecuente. Finalmente se da un adelgazamiento progresivo
evolucionando hacia la muerte de los animales al cabo de una o dos semanas de

iniciado el cuadro clinico.

En la necropsia, sumado a la ictericia, las lesiones en higado y rifibn son
constantemente reportadas en todos los animales. El higado se presenta de color
amarronado a verdoso, y con una apariencia ligeramente grasa, y al corte, se
evidencia la presencia de tapones de color verde que obstruyen los conductos
biliares. Por su parte, los rifiones se encuentran agrandados, en ocasiones hasta el

doble de su tamafio, de color verde-amarronado (Mathews, 1940).

Microscopicamente se observan los conductos biliares obstruidos por tapones,
gue consiste en cristales de colesterol rodeados de detritos celulares, de manera

similar a lo que se observa en la intoxicacion por A. lechuguilla (Mathews, 1940).

La dosis toxica para la especie ovina de esta planta es del 1,1 % del peso vivo
aproximadamente (Petersen & Ueckert, 1992). Segun lo establecié Mathews (1940),
el principio activo de N. texana es una hepato-nefrotoxina. Este principio activo
produce una degeneracion del parénquima hepatico, que tiene como resultado una
ictericia de tipo obstructiva y una disfuncion del érgano. Esto, sumado a la presencia
de forraje verde en la dieta, produciria una acumulacion de filoeritrina en sangre, la

cual es un agente fotodindmico, causando asi una consecuente fotosensibilizacion
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(Mathews, 1940). Los animales que consumieron suficiente planta como para

desarrollar sintomas clinicos, rara vez se recuperan (Petersen & Ueckert, 1992).
Brachiaria spp.

Las especies de Brachiaria son forrajeras importantes de las regiones
tropicales como Africa, Asia, Australia y América del Sur (Brum y col., 2007), son
gramineas, anuales o perennes (Machado y col., 1989), pertenecientes a la familia

Poaceae (Catasus, 1997).

Brachiaria decumbens es uno de los componentes mas abundantes de las
pasturas en la sabana brasilefia y se ha convertido en los ultimos afios en una

fuente importante de alimento para los rumiantes en Brasil (Driemerier y col., 2002).

Se ha reportado a B. decumbens como agente causal de brotes esporadicos de
fotosensibilizacion hepatdgena en ganado en pastoreo sobre campos que contenian
dicha planta. (Driemerier y col.,, 2002). Intoxicaciones con B. decumbens, B.
humidicola y B. brizantha estan reportadas en Brasil y en otras partes del mundo,

afectando a bovinos, ovinos, caprinos y equinos, (De Oliveira y col., 2013).

Inicialmente, la enfermedad se atribuyé a esporas de Phitomyces chartarum,
sin embargo alteraciones histoldgicas de colangiopatia asociada a cristales similares
a los encontrados en el envenenamiento por otras plantas sugirieron que la
intoxicacién por Brachiaria spp era debido a saponinas litogénicas (Brum y col.,
2007).

Las saponinas presentes en B. decumbens han sido descriptas como un
principio activo con participacion determinante en la ocurrencia de dicha intoxicacion
(Driemeier y col., 2002). Son glicésidos de terpeno de esteroides o policiclicos que
se caracterizan por la presencia de una parte lipofila (esteroide o triterpeno) y una
parte hidréfila (azucar). Estan ampliamente distribuidas en las plantas y se producen

en el metabolismo secundario de las mismas (De Oliveira y col., 2013).

El cuadro clinico cursa con, anorexia, depresion, boca seca, dermatitis de las
orejas, cara y en la zona ocular, secrecion nasal amarillenta (Brum y col., 2007)
cambios ruminales y trastornos neurolégicos (Driemeier y col.,, 2002). En la
necropsia se observan lesiones en el morro, ictericia moderada, aument6 del patron
lobular del higado, vesicula biliar distendida y en algunos casos opacidad corneal
(Brumy col., 2007).
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La principal alteracion histolégica en el higado fue en forma de agujas de
cristales, imagenes negativas de colesterol, en el lumen de algunos conductos
biliares, asociada con una infiltracion moderada periductal de células inflamatorias
mononucleares. También se observd proliferacion de las células de los conductos
biliares. Hubo una inflamacion severa difusa y vacuolizacién de los hepatocitos.
Macrofagos espumosos, principalmente en la zona centroacinar, algunos de ellos
también contiene imagenes negativas de cristales (Brum y col.,, 2007). Lo que
sugiere que se forman como consecuencia de la fagocitosis de cristal. Estos
macrofagos espumosos no se han reportado en la intoxicacion por otras plantas que
contienen saponinas litogénicas, excepto en células de Kupffer hipertréficas que
contienen cristales, observados en la intoxicacion por Panicum coloratum (Bridges y
col., 1987). Dichos cristales son birrefringentes cuando se observan a luz polarizada
(Driemeier y col., 2002).

El coraz6n mostrd areas multifocales de la degeneracion y necrosis de fibras
musculares asociadas con la proliferacion del tejido conectivo y la infiltracion leve de
células mononucleares. En los rifilones, se observaron la presencia de cristales, la
imagen negativa de colesterol en el lumen de algunos tubulos, en ocasiones con

presencia de células multinucleadas gigantes (Brum y col., 2007).

Las manifestaciones clinicas y la mortalidad en las intoxicaciones por
Brachiaria spp. dependen de factores relacionados con la planta y con la
susceptibilidad o resistencia del animal (Castro y col., 2011). Brachiaria decumbens
tiene mayores concentraciones de saponinas y es mas toxica que B. brizantha o B.
humidicola. Esta ultima posee concentraciones de saponina mas bajas y es mucho
menos toxica que B. brizantha (Riet-Correa y col., 2011). En estado de brotacién las
especies de Brachiaria contiene mayores concentraciones de saponinas las plantas
maduras (Castro y col., 2011). Los ovinos son mas susceptibles que los bovinos
(Riet-Correa y col., 2011), y los animales jévenes son mas susceptibles que los
adultos (Castro y col., 2011). Los animales que nunca han consumido especies de
Brachiaria, son mas susceptibles que los animales criados en pasturas de Brachiaria

spp. (Castro y col., 2011; Gracindo y col., 2014).

El mecanismo de resistencia a la intoxicacion todavia no esta claro, pero es
probable que se produzca como resultado de la seleccion natural en la cria de los

animales en este tipo de pasturas (Castro y col., 2011; Riet-Correa y col., 2011).
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El uso de animales resistentes puede contribuir al control de intoxicacién por
Brachiaria spp. pero otras medidas, como el uso de especies con bajas
concentraciones de saponinas, son necesarias para la profilaxis de la intoxicacion
(Gracindo y col., 2014).

Panicum spp.

Pertenecientes a la familia de las Poaceae, estas especies habitan en
ambientes muy variados, desde terrenos secos a humedos (Guglieri y col., 2004).
Son gramineas, que por su fortaleza, en casos de sequia, han sido utilizadas
considerablemente en las Regiones Semiarida (Odriozola y col., 2009), en Brasil,
Argentina, Canadda, en algunos paises de Europa y Asia. Asi como gran parte de
Africa y Oceania (Hafliger y Scholz, 1980).La intoxicacion por especies de Panicum

en ovinos y bovinos es conocida como Dikkor (Bridges y col., 1987).

Distintas especies de éste género se han reportado como causantes de
intoxicacién en los animales, como es el caso de P. dichotomiflorum (Munday vy col.,
1993), P. coloratum L. (Bridges y col., 1987), P. schinzii (Miles y col., 1992), y P.
miliaceum L. (Badiei y col., 2009), y P. virgatum (Puoli y col., 1992). Otras especies
reportadas como toxicos son P. decompositum, P. effusum, P. maximum y P.
laevifolium (Clare, 1952, 1955. Citados por Riet-Correa y col., 2009).

Diferentes tipos de Panicum spp., se emplean en la alimentacion animal como
verdeo de verano y para producir reservas (Odriozola y col., 2009). Estas plantas
contienen saponinas esteroideas litbgenas, como dichotomin, que se hidroliza en
diosgenina y yamogenina. Estas en rumen se metabolizan a epismilagenina y
episarsasapogenina, se conjugan con el acido glucuroénico y luego se combinan con
sales de calcio para formar cristales en los conductos biliares (Miles y col., 1991).
Esta aglomeracion de cristales en los canaliculos biliares genera colestasis, con
incremento sérico de filoeritrina, generando dermatitis en zonas despigmentadas de

piel cuando éstas estan expuestas a la radiacion UV (Odriozola y col., 2009).

Los principales sintomas observados por Riet-Correa y col., (2009) en un caso
de intoxicacion por P. dichotomiflorum fueron edema de la cabeza, seguido de
dermatitis, principalmente en la cara, las orejas y la grupa, secrecion ocular,
opacidad corneal con ceguera, enrojecimiento de la banda coronaria, ictericia,

disnea y taquicardia.
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En la necropsia el higado y los riflones se vieron afectados en casos de P.
miliaceum (Badiei y col., 2009). Sin embargo en P. dichotomiflorum no se
observaron lesiones significativas en otros 6rganos de las cavidades torécica,
abdominal y sistema nervioso central (Riet-Correa y col., 2009), tampoco se constato
dafo renal en la intoxicacion por P.cloratum. Si se observé necrosis de hepatocitos,
obstruccién de los pequefios conductos biliares y canaliculos pequefios por unos
agregados de cristales birrefringentes, y su acumulacion en fagocitos dentro de la
sinusoide (Bridges y col., 1987). El nimero de cristales en el higado puede variar,
dependiendo de la cantidad de tiempo de exposicion a plantas téxicas y la gravedad

de las anomalias hepéticas (Bridges y col., 1987).
Principio Activo (Saponinas litogénicas)

Las saponinas son productos obtenidos de metabolismo secundario de la
planta. Funcionan en los procesos de defensa de las plantas, y pueden ser
producidos en grandes cantidades bajo situaciones de estrés, tales como hongos y
ataque de bacterias, asegurando beneficios de supervivencia para el ecosistema al

gue pertenece la planta (Winay col., 2005)

Se han identificado diferentes tipos de saponinas en plantas, como
esmilagenina, epismilagenina, zarzasapogenina, episarsasapogenina, tigogenina,
epitigogenin, neotigogenin, diosgenina, epidiosgenin, yamogenina, gitogenin, y
neogitogenin (Miles y col., 1994), yucagenina, gitogenina, hecogenina, tigogenina,
diosgenina, gentrogenina, clorogenina y ruizgenina (Blunden y col., 1980). De las
cuales algunas son litbgenas y otras no, siendo las primeras las responsables de la

formacion de cristales (Miles y col., 1994).

Dentro de las saponinas litbgenas A. lechuguilla contiene Diosgenina y
Esmilagenina (Mathews y col., 1938), en cambio Narthecium ossifagum posee
Sarsapogenina y Esmilagenina (Flagyen y Wilkins, 1997). En el caso de Tribulus
terrestris, Brachiaria spp. y Panicum spp., estas presentan diosgenina vy

yamogeninas (Miles y col., 1993; Miles y col., 1994).

En el rumen la sapogeninas, se metabolizan a epismilagenina vy
episarsasapogenina, posteriormente llegan al higado y se conjugan con el &cido
glucurénico para luego combinarse con sales de calcio y formar cristales, que

precipitan en los conductos biliares (Miles y col., 1991). Esto provoca una colestasis,
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interrupcién en la excrecidbn de bilis y consecuente retencion de filoeritrina,

produciendo un cuadro de fotosensibilizacion (Cheeke, 1996) (Fig. 7).

Todos los pasos metabdlicos, con la excepcién de la conjugacion con el acido
glucordnico y formacion de la sal de calcio, se producen en el rumen (Miles y col.,
1994).

La formacién de cristales probablemente implica la hidrdélisis de los azucares de
la saponina seguido por reduccion del doble enlace 5-6, epimerizacion de la 3-b-OH
a 3-a-OH vy, finalmente en el higado la conjugacion con el acido glucorénico (Miles y
col., 1991).

Saponinas
Litogénicas _| RumMmen Episarsapogenina

Epismilagenina

Precipitan en < — HIGADO

canaliculos

| Se conjugan
CRISTALES €—  condc.
glucoronicoy
se agregan
salesde Ca

Retencion
de Bilis

Figura 7. Patogenia de la formacién de cristales en los ductos biliares.

—> FOTOSENSIBILIZACION

Boraginaceae

Las Borraginaceas componen una familia subcosmopolita bien representada en
las regiones templadas y subtropicales. Comprenden unos 117 géneros y alrededor
de 2400 especies, en general plantas herbaceas, anuales o perenes, raramente
enredaderas, arbustos rastreros o de pequefio porte. Sus integrantes acostumbran
tener un indumento, conformado por pelos mas o menos rigidos caracteristico que

los hacen asperos al tacto (Izco y col., 2004).
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En la familia pueden reconocerse cuatro subfamilias, Boragionoideae,

Cordioideae, Ehretioideae y Heliotropioideae (lzco y col., 2004).
Euploca ocellata

El género Euploca fue reportado en 1837 Nuttall. Posteriormente se lo
establecié como un sinénimo del genero Heliotropium, hasta que finalmente, en el
afio 2003, producto de estudios filogenéticos, Hilger y Diane restablecieron a
Euploca como un género (Miranda y Semir, 2009). La especie E. ocellata fue
descrita por primera vez por Adelbert von Chamisso, y recibié su nombre actual de
Miranda y Semir en el 2009 (José Miranda comunicacion personal, 2015).

Las plantas pertenecientes a dicho género se caracterizan por la presencia de
bracteas en las inflorescencias, un largo pedicelo axilar o supra axilar, y
ocasionalmente flores solitarias, cuatro ndculas, anteras coherentes en sus apices,
embrién curvo y anatomia Kranz en la gran parte de sus especies. (Miranda y Semir,
2009) (Fig. 8y 9).

Figura 8. Euploca ocellata (Cham.). Figura 9. Euploca ocellata (Cham.), recolectada en la

(www.herbariovaa.orq) 102 secc. Policial del departamento de Lavalleja.

El género Euploca incluye aproximadamente 120 especies, distribuidos en las
zonas tropicales, subtropicales 'y regiones templadas, comprenden
aproximadamente la mitad de la sub familia Heliotropiaceae Schrad. (Miranda y
Semir, 2009).
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Euploca ocellata (Cham.) se encuentra en Argentina, Brasil y Uruguay asociada

a campos anegados (Miranda y Semir, 2009).

En nuestro pais, Euploca ocellata (Cham.) solo esta reportada en los
departamentos de Artigas, Salto, Rivera y Tacuarembd segun el herbario de la
Cétedra de Botanica, Facultad de Agronomia (Ana Gonzélez, comunicacion

personal, 2015).

La misma no esté identificada como una planta toxica, aunque recientemente
se han constatado brotes de fotosensibilizacion en la region Este del Uruguay, en
zonas donde la misma se encuentra presente en gran cantidad, y se tiene la
sospecha de que la aparicion de la enfermedad esta asociada a una lesidon hepatica

producida por la ingestién de dicha planta (Dutra y col., 2015).
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar experimentalmente la participacién de Euploca ocellata (Cham.) en

la aparicion de brotes de fotosensibilizacién hepatégena en ovinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Indagar acerca de cuadros de colangiopatias asociadas a cristales en ovinos.

- Recabar informacién sobre Euploca ocellata (Cham.).

- Determinar el cuadro clinico, bioquimica sanguinea, lesiones macroscopicas e
histologicas que produce la administracion experimental de Euploca ocellata

(Cham.) en ovinos.

HIPOTESIS

La ingestion de Euploca ocellata (Cham.) es causante de fotosensibilizacion

por colangiopatia asociada a cristales en ovinos en la region Este de Uruguay.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar fisico de desarrollo del estudio

El ensayo experimental se realizé en el mes de mayo del 2015 en el predio de
DILAVE Miguel C. Rubino Laboratorio Regional Este, Avelino Miranda 2045, Treinta
y Tres (Uruguay).

Seleccion de animales e instalaciones

El manejo de los animales experimentales se realizO de acuerdo a la
ordenanza sobre el uso de animales de experimentacion docencia e investigacion
universitaria de la UdelaR (CEUAFVET 234). Se utlizaron dos ovinos, raza
Corriedale, uno macho y otro hembra, clinicamente sanos, de 4 a 5 meses de edad y
con buen estado corporal, provenientes de una zona libre de la planta problema.

Los animales fueron pesados, desparasitados e identificados como
Experimental de 22,4 kg y Control de 24,1 kg de peso vivo. Ambos ovinos,
permanecieron durante todo el ensayo en un potrero de campo natural, con sombra

y agua ad libitum. (Fig. 10)

Figura 10. Animal experimental en pastoreo de campo natural. Predio del DILAVE Treinta y Tres,
Mayo del 2015.
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Recoleccién de la planta

La planta se recolecté manualmente en el mes de abril del afio 2015, en la 102
seccién policial del departamento de Lavalleja, en el paraje Costa de Corrales, para

posteriormente procesarla en el laboratorio. (Fig. 11)

i R AR

Figura 11. Proceso de recoleccién de la planta en el potrero problema (abril de 2015).
Identificaciéon de la planta

Para su identificacion, muestras de plantas enteras se remitieron al Laboratorio

de Botanica de la Facultad de Agronomia (UdelaR).
Procesamiento y conservacion

La planta se proceso en el laboratorio, eliminando otras plantas y restos de
ellas, asi como raices y tallos gruesos. Posteriormente las partes aéreas se
colocaron en bolsa de nylon y se refrigeraron en camara de frio a 4 °C hasta su

administracion. (Fig. 12)
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Figural2. Procesamiento de la planta en Laboratorio DILAVE Treinta y Tres. Abril del 2015.

DISENO EXPERIMENTAL

Los animales llegaron al predio del Laboratorio DILAVE el dia 5 de mayo del
afio 2015. Previo a la administracién de la planta se realizo el pesaje de los mismos,
examen coproldgico (por método de Mc. Master), desparasitacion con Ivermectina
1% (ImL de Ivermic 1%), examen clinico, extraccion de muestras de sangre y
examen bioquimico de orina con tira reactiva (Wiener Lab). No se realiz6 examen
coprolégico por método de Happich y Boray puesto que los animales llegaron con

una dosificacion con Closantel del establecimiento de origen.

El dia 7 de mayo comenzé la administracién de la planta, y se realiz6 durante
14 dias, finalizando el 20 de mayo del 2015.

Durante el tiempo que durd la intoxicacion experimental se realizO una
evaluacion de los parametros clinicos de temperatura, frecuencia cardiaca y
respiratoria, asi como la observacién del sensorio y una evaluaciéon semioldgica
detallada de la piel y mucosas. Ademas se realizd la toma de muestras de sangre
venosa, extraida por puncion de la vena yugular, con jeringa estéril y aguja de 18 G
dos veces por dia, realizandose posteriormente la centrifugacion, extraccién del
suero, identificacion y congelado de las muestras. Estas actividades se realizaron

diariamente con una frecuencia de dos veces por dia, en las horas 8 AMy 8 PM.
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Las muestras de suero se remitieron al laboratorio de analisis clinico de
Facultad de Veterinaria para examen de funcionalidad hepatica, midiendo los valores
de Fosfatasa alcalina sérica (ALP o FAS), Aspartato aminotransferasa (GOT o AST),
Gamma glutamil transpeptidasa (GGT), Colesterol, Bilirrubina total, Proteinas

totales, Albuminas y Globulinas.

Se procedi6 en tres oportunidades a la realizacion del pesaje de los animales,
los dias 5, 13 y 20 del mes de mayo. Ademas se realizaron cinco examenes
bioquimicos de orina con tira reactiva (Wiener lab), los dias 5, 8, 11, 13 y 20 del

mismo mes.
Cantidad y forma de administracion de Euploca ocellata (Cham.)

El animal Experimental, recibi6 la dosis establecida de planta mediante
administracion forzada en cavidad oral. La misma se llevé a cabo por medio de bolos

alimenticios que fueron suministrados manualmente (Fig. 13).

La planta se administré en forma de planta fresca, a razon de 40 g/kg (880 gr

diarios), en dosis Unica durante 14 dias seguidos.

Figura 13. Administracién manual de la planta en bolos al animal experimental.
(DILAVE Treinta y Tres, Mayo del 2015).

Eutanasia y necropsia

El 20 de mayo, concluidos los 14 dias de suministrar la planta, se procedi6é a

realizar la eutanasia y necropsia del ovino experimental (Fig. 14).
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Para la eutanasia se utilizé xilacina al 2% intramuscular y posterior
administracion de tiopental sddico intravenoso, segun establecen los lineamentos de

la Comision de Bioética de Facultad de Veterinaria y el laboratorio DILAVE.

Posterior a esto se realizo la necropsia, buscando encontrar y documentar los
hallazgos anatomo-patolégicos mas relevantes que hayan ocurrido. Asi mismo, se
procedié a la extraccibn de muestras de distintos organos, incluyendo todos los
I6bulos hepaticos, la vesicula biliar y el colédoco, y fijacion de las mismas en formol
bufferado al 10 % durante 15 dias. Las muestras se incluyeron en parafina, se
deshidrataron en alcohol, se cortaron a 5-7 micras y se colorearon con hematoxilina-

eosina para su estudio histoldgico.
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RESULTADOS

La identificacion de la planta se realiz6 en la Catedra de Botanica de la
Facultad de Agronomia de la UdelaR (Ing. Agr. Ana Gonzalez), donde se determiné

gue la planta remitida, se trataba de Euploca ocellata (Cham.).

En cuanto a la evolucién del peso vivo de los animales, los mismos fueron
pesados en tres instancias durante el ensayo, los dias 5, 13 y 20 del mes de mayo,

sin observarse variaciones relevantes (Cuadro 1).

‘ Animal Peso 1 Peso 2 Peso 3
Experimental 22,4 22,7 23,6
Control 24,1 23,8 23,6

Cuadro 1. Evolucion del peso vivo de los animales durante el ensayo.

En el ensayo experimental no se observaron signos clinicos de enfermedad
fotosensible en el animal experimental durante los 14 dias de administracion de la
planta. Los parametros clinicos evaluados mostraron, en ambos animales
(experimental y control), distintos valores a lo largo del ensayo, pero ninguna de
estas variaciones fue relevante a la hora de analizarlos. La temperatura corporal se
mantuvo en un rango de 39° a 40,4° en el animal experimental y de 39° a 40,5° en el
animal control. La frecuencia cardiaca mostro un minimo de 68 y un maximo de 120
en el animal experimental y 72 y 128 en el animal control, mientras que la frecuencia
respiratoria oscilo entre un minimo de 36 y maximo de 80 para ambos animales.
(Fig. 14).

Parametros Animal Experimental
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Figura. 14. Evolucién de los pardmetros clinicos del animal experimental (Frec.

Cardiaca, y Respiratoria, y Temperatura) durante el ensayo.
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Por su parte, el funcional hepatico, tampoco mostré resultados significativos, o
indicativos de enfermedad hepatica, la enzima FAS se mostrd al inicio con valores
elevados, previo a la administracion de la planta, que paulatinamente fueron bajando
hasta ubicarse dentro de los valores normales. La GGT, mostro un leve aumento a
partir de la mafiana del dia 10, pero que nunca alcanzé un valor que superara los

parametros normales para esta enzima (Fig. 15).

La AST (GOT) se mostro elevada durante todo el ensayo, bastante por encima
de sus parametros normales, pero el hecho de gque no es una enzima especifica del
higado, que se encuentra elevada desde el dia 1, que el animal control mostro
valores similares para esta enzima, y que ademas no esta acompafiada de otro
indicador que le proporcione mayor fidelidad a este hallazgo, impide que sea tomado

en cuenta como indicador de dafio hepatico a causa de la intoxicacion.

Enzimas Animal Experimental

——ALP (FAS) ——GOT (AST) GAMMA GT
500 -\
\ - 50
400 \
AN F 40
ALP \
(65-300 ui/1) 300 - 30
N GGT
GOT 200 N /\ (11-50U|ﬂ}
. " - 20
(0-38ui/1) \/
100 <1+ 10
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Omoamoamamomamoamomomo@oalmoamlmoIl@mo (@
NN OO0 OO TAA NN M < NN W0
L e I B R I I |

Figura 15. Evolucion del perfil enzimatico en el animal experimental durante el ensayo.

En los analisis bioquimicos que se realizaron en orina se encontraron como
principal dato de relevancia un aumento del urobilinégeno, que comenzé a
manifestarse en la segunda muestra analizada (8 de mayo), y se mantuvo elevado
durante el tiempo que duré el ensayo. Por su parte, los cuerpos cetonicos se
mostraron elevados en la tercera y cuarta muestra (11 y 13 de mayo

respectivamente), volviendo a su valor normal al final del ensayo, evento similar a lo
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ocurrido con el pH, que se manifestd levemente acido, en el valor de 6, también en

las muestras 3 y 4, y finalmente tuvo un valor de 8 (Cuadro 2).

Examen de orina Animal Experimental

5/5
S/P
S/P
Norm.
Neg.
Neg.
Neg.
Neg.
Neg.
8
Neg.
1030

Neg.

8/5
S/P
S/P
+ +
Neg.
Neg.
Neg.
15
Neg.
8
Neg.
1030

Neg.

11/5
S/P
S/P
+
Neg.
++
Neg.
Trazas
Neg.
6
Neg.
1030

Neg.

Cuadro 2. Andlisis fisico-quimico de orina en el animal experimental.

13/5
S/P

S/P

Neg.

Neg.
15

Neg.

Neg.
1030

Neg.

20/5
S/P

S/P

Neg.

Neg.

Neg.
15

Neg.

Neg.
1005

Neg.

A la necropsia, los hallazgos de mayor importancia se encontraron en el

higado. El mismo se observé discretamente firme con un pequefio foco blanquecino

en estrecha proximidad con el colédoco (Fig. 16). Ademas, se percibié la presencia

de un trasudado en cavidad abdominal, en un volumen de aproximadamente 50 ml

(Fig. 17). En el resto de los 6rganos no se observaron lesiones.
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Figura 16. Pequefio foco blanquecino en higado. Figura 17. Trasudado en cavidad abdominal.

La histopatologia revel6 en el higado una colangitis linfocitica, necrotizante (Fig. 18),
con hiperplasia del epitelio canalicular (Fig. 19), leve a moderada, difusa, con
exfoliacion y ulceracion del epitelio del canaliculo (Fig. 20). Presencia de células con
nacleo picnético dentro de dicho epitelio, contenido necrotico y presencia de bilis en
la luz del érgano, evidenciando estasis biliar (Fig. 18, 19 y 20). Presencia de algunos
hepatocitos espumosos y degeneracion hepatocitica multifocal (Fig. 21). Ademas, se
observo una hepatitis focal, linfocitica y extensa, correspondiente a la region donde

macroscopicamente se ubicaba el foco blanquecino proximo al colédoco (Fig. 22).

Las lesiones encontradas en el colédoco fueron una colecistitis linfocitica,

difusa, también moderada pero muy evidente en todo el 6rgano (Fig. 23).

Figura 18. Colangitis linfocitica, necrotizante, hiperplasica, leve a moderada, difusa, con exfoliacién de
células epiteliales ductales, nlcleos picnéticos y colestasis.
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Figura. 19. Hiperplasia del epitelio canalicular (circulo) y colestasis en la luz del ducto (flecha).

Figura 20. Ulceracion del epitelio canalicular (circulo) y contenido necrotico en la luz del mismo
(flecha).
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Figura 22. Hepatitis focal, extensa, linfocitica (cort correspondiete a la region donde se observo el
foco blanquecino).
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Figura. 23. Lesiones en colédoco: colecistitis, linfocitica, difusa, moderada.

En bilis del animal experimental se constaté la presencia de cristales

birrefringentes a la observacion con microscopio de contraste de fases (Fig. 24).

Figura. 24. Presencia de cristales birrefringentes en bilis. Observacién con contraste de fases.
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DISCUSION

Segun los signos clinicos y hallazgos anatomopatologicos, la
fotosensibilizacion que se produjo en el brote espontaneo es notoriamente de origen
hepatdgena. Los hallazgos encontrados en higado fueron idénticos a los reportados
en Geeldikkop (Aslani y col., 2003), en Alveld (Wislgff y col., en 2002), Dikoor
(Bridges y col., 1987), fiebre de la lechuguilla (Mathews y col., 1938), Fevered
(Mathews y col., 1940) o intoxicacion por algunas especies de Brachiaria (Driemeier
y col., 2002). Como en el potrero que se presento el brote, practicamente la Unica
planta presente era Euploca ocellata, se descartaron las enfermedades antes
mencionadas y se empezé a trabajar bajo la sospecha de Euploca ocellata como

responsable de este cuadro fotosensibilizante.

Como el propésito de este trabajo fue conocer si Euploca ocellata fue
responsable de brotes de fotosensibilizacion en la zona Este de nuestro pais, la
intoxicacién experimental se realizé con un solo animal. Por lo tanto, antes de pasar
a los diferentes puntos de esta discusion, no se puede obviar, que los resultados
estan influenciados por un factor individual, que antes de cualquier conjetura hay

que tener presente.

En la reproduccion experimental, la histopatologia revelé una discreta, pero
evidente, alteracion del higado y la presencia de cristales en bilis. No hubo sintomas
de intoxicacion, pero si se observaron lesiones hepaticas. Muchas son las posibles
explicaciones ante la ausencia de enfermedad clinica en la reproduccion

experimental.

Una inadecuada dosis diaria, justificaria los discretos resultados, pero
consideramos que la dosis usada fue adecuada y se ajusta al consumo a campo.
Asimismo la duracién del ensayo, el tiempo empleado fue mayor al que los ovinos

estuvieron expuestos a la planta en el caso espontaneo.

La pérdida de toxicidad por madurez de la planta podria explicar la ligera
alteracion encontrada a nivel del higado. Ferreira y col. (2011) demostraron que las
concentraciones de saponina varian segun la madurez de la planta y las condiciones
climaticas. En su trabajo sobre B. brizantha los autores notaron que las plantas
jovenes tienen mayor concentracion de saponinas, y que, a medida que envejecian,

las concentraciones de saponinas disminuian, probablemente esto se deba, a que
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las saponinas son necesarias para la supervivencia del vegetal (Ferreira y col.,
2011). En el momento que recolectamos la planta, éstas se encontraban mas
longevas que al momento del brote, lo que justificaria, si se confirma que Euploca
ocellata contiene saponinas, los discretos resultados obtenidos en este trabajo.
También es posible que la pérdida de toxicidad de la planta fuese por el
almacenamiento de la misma (Tokarnia y col., 2000). Después de recolectar la
planta, esta se almacen6 en camara de frio una semana hasta comenzar con el

ensayo y durante todo el mismao.

Hasta donde llega nuestro conocimiento, por lo investigado en la expuesta
revision bibliografica, muchos son los investigadores que no han tenido éxito en el
afan de reproducir experimentalmente estas Colangiopatias asociadas a cristales. La
mayoria de los trabajos que investigaron estos depdsitos cristaloides en el higado se
realizaron ya sea en pastoreos controlados a campo o administrando extractos de
saponinas, a diferencia de lo realizado en este trabajo, que se escogid recolectar la
planta en donde ocurri6 el brote espontaneo, y luego procesarla antes de

administrarla por via oral al animal experimental.

Con el fin de explicar la naturaleza esporadica de este tipo de enfermedades se
han desarrollado diferentes hipotesis en cuanto a su patogenia. Kellerman y col.
(1991), por ejemplo, desarrollaron la posible implicacion de micotoxinas de
Phitomyces chartarum en la etiologia de Geeldikkop. Mientras que Miles y col.
(1994), propusieron que las variaciones en el contenido de saponina cuantitativa y
cualitativa de las plantas, posiblemente en combinacién con variaciones en la
actividad de la flora del rumen, pueden ser responsables de las caracteristicas de

este grupo de enfermedades.

Algunos investigadores sugirieron también, la existencia de poblaciones de T.
terrestris litogénicas y no litogénicas, diferencia que radica en el tipo de saponina
gue cada planta contenga, y que se cree, pueda estar determinada por factores
genéticos (inherentes a la propia planta) o ambientales (Wilkins y col., 1996). Otros
proponen, diferencias estacionales en la concentracion de saponinas presentes en
T. terrestres para explicar lo ocasional que ocurren los brotes (Wang, 1991), o como
antes mencionado, diferencias de concentraciones de saponinas segun la madurez

de la planta y las condiciones climaticas (Ferreira y col., 2011).
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Recientes estudios con Narthecium ossifragum han sugerido nuevas hipétesis
sobre la patogenia de Alved (Flaoyen y Froslie, 1997; Mysterud y col., 2007,
Mysterud y col., 2016). Una de ellas es la teoria de un microorganismo cofactor,
(desconocido), que debido a su presencia en la planta, ésta origina metabolitos
toxicos (Mysterud y col., 2007). La otra hipotesis es la produccién secundaria de
fitoalexinas (antimicrobianos que se acumulan en algunas hierbas) por parte de las
plantas, debido a esporas de hongos o algun otro agente que produzca un estrés en
la misma (Flaoyen y Froslie, 1997). Se estudiaron diversas especies de bacterias,
virus, protozoarios, hongos, y otros parasitos, estas investigaciones en Alved han
culminado sin encontrar ningun “candidato” responsable de la enfermedad (Pollock y
col.,, 2015). Muchas son las teorias que se han desarrollado para esclarecer la
eventualidad con la que se producen estos brotes, alguna de estas hip6tesis podrian
explicar, por qué no se logré causar la enfermedad clinica en la reproduccion

experimental.

Para llegar a un diagndstico etiolégico, es necesario observar la lesion
caracteristica ligada al agente etioldgico (Dutra, F. comunicacion personal, 2015). En
este ensayo se not6 una pericolangitis, la presencia de macréfagos espumosos en el
higado, cristales en bilis, pero no se aprecié la presencia de los cristales bloqueando
los conductos biliares, tal como se observé en el caso espontaneo y que hubiese
confirmado la enfermedad. Asi, en el supuesto que los cristales sean el agente
causante de obstruccién canalicular y de dafio epitelial ductal, en el presente ensayo

no se lleg6 al diagnéstico etioldgico definitivo.

Sin embargo, algunos autores afirman que es posible que los cristales se
disuelvan en el proceso de parafinado, por lo que el hallazgo frecuente serian grietas
aciculares en donde se encontraban los mismos (Kelly, 1993), en este trabajo no se
evidencio este hallazgo, posiblemente por lo discreto que fue el dafio canalicular. En
tanto que otros investigadores sugieren que el dafio hepatico se produce antes que
la obstruccion de los ductos biliares y que los cristales birrefringentes son
simplemente consecuencia de la alteracion primaria del parénquima hepatico.
(Flaagyen y col., 1999; Wislgff y col., en 2002). Esto podria justificar el ligero aumento
de la AST vy la discreta pericolangitis que se manifestd en esta investigacion en el
caso experimental. Este concepto abre nuevas hipotesis, sobre el origen del posible

dafio hepatico causante de esta enfermedad.
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Esperamos que este trabajo pueda abrir puertas a futuras investigaciones
sobre el tema, que puedan esclarecer el origen de estos brotes de

fotosensibilizacion en la region este de nuestro pais.
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CONCLUSION

Si bien no se reprodujo experimentalmente la enfermedad clinica, los
resultados obtenidos indican que Euploca ocellata (Cham.) ocasiona lesién hepatica
en los ductos biliares, con formaciéon de cristales en la bilis, muy similar a los casos
espontaneos y posiblemente sea la causa de los brotes de intoxicacion en ovinos en

el Este de Uruguay.

Se requieren nuevas investigaciones con mas animales y diferentes protocolos

experimentales para confirmar definitivamente esta hipoétesis.
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