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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si Echium plantagineum resulta
téxica en bovinos a determinadas dosis, mediante la reproduccién
experimental, asi como conocer el tipo y la concentracién de los alcaloides
pirrolizidinicos de la planta. Se realizaron dos experimentos. En el Experimento
N°1 se utilizaron cuatro terneros raza Holando, distribuidos al azar en dos
tratamientos (Tratamiento A: E. plantagineum y Tratamiento control negativo).
Los animales del Tratamiento A, recibieron 200g de planta seca/animal/dia, el
dia 0, y desde el dia 28 a 32, 500g de planta seca/animal/dia, totalizando una
dosis de 14g/kg de peso vivo. La planta fue administrada mediante la utilizacion
de una sonda buco-esofagica. El tratamiento control, no recibié la planta. En el
Experimento N°2, también se utilizaron 4 terneros, de la raza Holando, que
fueron distribuidos al azar en dos tratamientos (Tratamiento B: E. plantagineum
y Tratamiento control negativo). A los animales del Tratamiento B, en el dia Oy
1 se les suministr6 200g/animal/dia de planta seca y a partir del dia 7 se le
suministré 100g/animal/dia hasta el dia 31 del experimento. La dosis total
recibida por los animales del tratamiento B fue de 14,3 g/kg de peso vivo. En
este experimento, la planta seca y molida, fue suministrada, mezclada con el
concentrado. En los animales de ambos experimentos se evaluaron los
parametros clinicos, temperatura rectal, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, frecuencia ruminal, coloracion de las mucosas. Se realizé ademas
la extraccion de sangre para evaluar el funcionamiento hepatico a través de la
medicion de enzimas séricas y otros metabolitos sanguineos. Se estudiaron las
posibles lesiones hepaticas a través del estudio histolégico de biopsias de
higado. En ambos experimentos, los animales no tuvieron alteraciones clinicas,
ni subclinicas indicativas de dano hepatico. En las plantas de E. plantagineum
se determiné la presencia y la concentracion de los alcaloides 7-
angelilretoecina, licopsamina, intermedina + otros isomeros, echiumina y
echimidina. Los resultados de este trabajo pueden estar explicados, por las
dosis de planta suministradas por animal y por kg de peso vivo, que no fueron
suficientes para provocar danos hepaticos, ni signos clinicos, y por el tipo y
concentracién de los alcaloides pirrolizidinicos que contenian las plantas de E.
plantagineum utilizadas.



SUMMARY

The objective of this research was to determine if Echium plantagineum is toxic
at certain doses used to bovines, through experimental reproduction, as well as
to know the type and concentration of pyrrolizidine alkaloids in the plant. Two
experiments were performed. In Experiment No. 1, four Holstein calves were
used, randomly distributed in two treatments (Treatment A: E. plantagineum
and Negative control treatment). The calves of Treatment A received on day 0,
200g of dry plant/animal/day and from day 28 to 32 of the experiment they
received 500g of dried plant/animal/day, totaling a dose of 12.2g/kg of dry plant
of live weight. The plant was administered using an oral-esophageal catheter.
The control treatment, did not receive the plant. In Experiment No. 2, also four
Holstein calves were used, randomly distributed in two treatments (Treatment
B: E. plantaguineum and Negative control treatment). The animals of Treatment
B, on day 0 and 1 were given 200g/animal/day of dry plant and from day 7 to 31
were given 100g/animal/day of dry E. plantaguineum. The total dose received
by the animals of treatment B was 15 g/kg of dry plant of live weight. In this
experiment, the dried and ground plant was supplied mixed with the
concentrate. In the animals of both experiments, clinical parameters, rectal
temperature, heart rate, respiratory rate, ruminal frequency, coloration of the
mucous membranes were evaluated. Blood extraction was also performed to
evaluate liver function through the measurement of serum enzymes and other
blood metabolites. Possible hepatic lesions were studied through the
histological study of liver biopsies. In both experiments, the experimental
reproduction of E. plantagineum intoxication was not achieved. The animals had
no clinical or subclinical alterations indicative of liver damage. In the plants of E.
plantagineum the presence and concentration of the alkaloids 7-
angelilretoecina, licopsamine, intermedine + other isomers, echiumine and
echimidine was determined. The results of this work may be explained,
probably due to the doses of plants supplied per animal and per kg of live
weight, which were not enough to cause liver damage or clinical signs, the type
and concentration of pyrrolizidine alkaloids that contained the plants of E.
plantagineum used in this experiment.



1.1.INTRODUCCION

La problematica de intoxicacion por consumo de plantas con principios téxicos
constituye una de las principales causas de pérdidas en los sistemas
ganaderos. Rivero y col. (2009) afirman que las plantas téxicas que afectan
ovinos y bovinos en Uruguay son 31 especies pertenecientes a 26 géneros,
aunque hay quienes sostienen que son mas las plantas implicadas en dichas
causas, reconociendo un total de 40 especies de 30 géneros diferentes.
(Moraes y col., 2009). Pero ademas, Garcia y Santos y Capelli (2016) en una
revision reciente reportan un numero importante de plantas toxicas que no
habian sido diagnosticadas previamente en rumiantes.

La importancia de las plantas toxicas es de interés por las pérdidas econémicas
de la produccién ganadera de nuestro pais. Estudios indican que pueden llegar
a una mortalidad estimada de hasta un 7%. Su impacto ha sido estudiado en
Brasil y Uruguay, estimandose en Brasil un 14 % de pérdidas productivas, y en
Uruguay un 5% (representando 98.000 cabezas de ganado y un valor de U$S
19.600.000) (Riet-Correa y Medeiros, 2001).

Las pérdidas economicas pueden dividirse en dos grandes grupos: pérdidas
directas y pérdidas indirectas. Las primeras corresponden a la muerte de
animales, disminucién de su indice reproductivo (infertilidad, aborto y muerte
perinatal) y productivos en los animales recuperados, repercutiendo en menor
ganancia de peso y susceptibilidad ante otras enfermedades. Las pérdidas
indirectas tienen incidencia en el costo del tratamiento, costo de manejo
(control y prevencidon de la intoxicacion), pérdidas de forrajes por
contaminacion, reposicion de animales muertos y gastos asociados al
diagnéstico (Riet-Correa y Medeiros., 2001, citado por Riet-Correa y col.,
2007).

Dentro de las plantas toxicas, las que producen lesion hepatica, tanto aguda
como cronica (necrosis y fibrosis hepatica) son las mas importantes en
Uruguay. Estas son Cestrum parqui (Duraznillo negro) y Senecio spp. Ademas,
existen otras plantas reportadas en la bibliografia que también producen
cuadros de fibrosis hepatica, por el contenido de alcaloides pirrolizidinicos, pero
con escasos reportes de brotes naturales. Una de éstas plantas es el Echium
plantagineum, presente en el pais y que fue asociada a un brote natural de
intoxicacion en bovinos en el Departamento de Rio Negro. En este sentido,
este trabajo tuvo como objetivo comprobar la probable intoxicacién por Echium
plantagineum asociado a la mortandad de terneros en dicho predio y el estudio
clinico patolégico luego de la ingestion de cantidades conocidas de la planta.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Produccién agropecuaria

La produccion agropecuaria en el Uruguay se desarrolla en un area de 16357
mil hectareas y de este total un 40% (6467 mil ha) son dedicadas a la
ganaderia, siendo este el principal rubro. El segundo rubro de importancia
corresponde a la agricultura de secano con un 30% de la superficie (4928 mil
ha), las arroceras ocupan un 11% (1836 mil ha), forestacion 15% (2448 mil)
quedando un 2% (344 mil has) para la lecheria y similar porcentaje para la
agricultura intensiva (336 mil has) (Anuario Estadistico Agropecuario, 2016).

En el ejercicio agricola de los afios 2017-2018 la poblacién vacuna del Uruguay
fue de 11.739.000, produciendo 1045 toneladas de carne en pie. En cuanto al
rubro ovino, para el mismo ejercicio, fue de 6.565.000 animales, dejando una
produccion de 68 mil toneladas de carne en pie y 25.497 toneladas de lana
(base sucia), (Anuario Estadistico Agropecuario, 2018).

2.2.Impacto de las plantas téxicas en Uruguay

En los Laboratorios de Diagndstico de la Direccidn de Laboratorios Veterinarios
(DILAVE), los casos reportados de intoxicacion por plantas toxicas en bovinos
corresponden a un 10%, segun el Laboratorio Regional Noroeste de Paysandu,
y a un 16% para el Laboratorio Regional Este de Treinta y Tres (Garcia y col.,
2016). En cuanto a ovinos los casos reportados corresponden a un 11% en la
region noroeste y 15% en el este (Rivero y col., 2011). Los aportes de las tesis
de grado de la Facultad de Veterinaria también han contribuido al
reconocimiento de las plantas téxicas y ha incrementado su numero, algunas
de éstas incluidas en el trabajo de Rivero y col. (2011) y algunas otras
estudiadas posteriormente (Garcia y col.,2016).

Tomando como referencia el analisis de intoxicaciones asociadas a plantas
téxicas, micotoxinas y otros compuestos realizados por el Laboratorio DILAVE
“‘Miguel C. Rubino” ubicado en la region Este, durante los afios 1995- 2015, se
han reportado varios episodios de intoxicacion que afectaron bovinos en dicha
region. Un total de 294 focos fueron de origen téxico, resultando el 15% del
total de diagnésticos. Dentro de los departamentos involucrados se encuentran:
Cerro largo y Treinta y Tres (29% cada uno), Lavalleja (19%), Rocha (15%),
Durazno (3%), Maldonado y Florida (2%). De los focos por causas toxicas, el
67 % corresponde a plantas toxicas, 11% al uso inadecuado de productos
veterinarios o aditivos, 7% a micotoxinas, y un 15% no se identificé etiologia.
Ademas, en este ultimo trabajo se determind que la intoxicacion mas
diagnosticada fue por consumo de Senecio spp, la cual ha crecido en los
ultimos cinco afos, posiblemente asociado al menor stock ovino en Uruguay y
a una mayor invasion de la planta en los campos en la regién de Cerro Largo
desde el Brasil. (Garcia y col., 2016)

Dentro de las plantas toxicas de la region Noroeste con mayor registro de
intoxicacion se encuentra Cestrum parqui con un total de 66 focos y Senecio
spp. con 75 focos, observandose un marcado aumento de intoxicaciones para
el periodo comprendido entre 2004- 2017, dado por factores predisponentes
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como sequia, carencia de forraje, alta carga, periodos de privacién de alimento
(DILAVE, comunicacion personal)

2.3. Definicion de plantas toxicas

Las plantas toxicas de interés pecuario, se definen como aquellas que al ser
ingeridas por animales, provocan dafos en la salud e incluso la muerte de los
mismos (Tokarnia y col., 2012). Es asi, que para ser incluidas como “plantas
toxicas de interés pecuario”, debera ser su toxicidad comprobada
experimentalmente con animales. Hay muchas diferencias de susceptibilidad
en diversas especies, es por eso que el resultado obtenido de una especie
animal no puede ser simplemente extendido a otra (Tokarnia y col., 2000).

Por esta razdn, no todas las plantas demostradas experimentalmente como
toxicas, deben ser consideradas “plantas toxicas de interés pecuario”, por el
simple hecho de que no todas son ingeridas por los animales: sélo se puede
incluir aquellas plantas que produzcan cuadros clinicos-patolégicos que
ocurran en condiciones naturales (Tokarnia y col., 2000).

La ocurrencia de las intoxicaciones depende de muchos factores
epidemioldgicos tales como las condiciones climaticas, el suelo y el manejo que
se haga de las pasturas, el laboreo de la tierra, siembra y fertilizacién y por
ultimo, de la difusion de la planta (Riet-Correa y col., 1991).

2.4. Accion nociva de las plantas toxicas

Para generar efectos nocivos, las plantas tienen que ser ingeridas en ciertas
cantidades en relaciéon al peso del animal. Estas cantidades pueden ser
expresadas en gramos de plantas por kilogramos del peso animal (g/kg) o en
porcentajes de plantas en relacion al peso animal.

De acuerdo a su accion, las plantas téxicas pueden separarse en dos grupos:
en el primero se encuentran las plantas con accion directa, que son aquellas
que tienen repercusion sobre el tracto digestivo y corresponden a la minoria.
En el segundo grupo se ubican las plantas de accion remota, las cuales no
afectan el tracto digestivo, siendo absorbidas por la mucosa y a través de la
circulacion enterohepatica. Antes de ser absorbidas pueden darse dos
procesos toxicos: que la microflora ruminal pueda modificar su toxicidad por
efecto de la degradacion o la fijacion de las toxinas; también trasformar
precursores inofensivos o de baja toxicidad en sustancias toxicas o aun mas
toxicas.

Para la eliminacion de los principios toxicos, el organismo tiene distintas vias,
que pueden ser el higado, la mucosa intestinal, la orina, el sudor, la leche, 0 a
través del aire expirado. Los principios toxicos pueden ser absorbidos y
eliminados con rapidez en intervalos cortos de tiempo (agudo), mientras que
para otros su eliminacién puede ser mas lenta (cronico), quedando retenidos en
el organismo, pudiendo alcanzar niveles tdxicos y causando la muerte
(Tokarnia y col., 2012).
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De acuerdo al tipo de accién, las plantas pueden afectar el funcionamiento
cardiaco, digestivo, hepatico, renal, del sistema nervioso, reproductivo,
respiratorio, pueden producir degeneracibn 'y necrosis muscular,
fotosensibilizacién, o calcificacion sistémica, habiendo también plantas
cianogénicas y otras que causan intoxicacién por nitritos y nitratos, y por
oxalatos (Tokarnia y col., 2012).

2.5.Factores que influyen en la toxicidad de las plantas

Dentro de los factores que influyen en la toxicidad se encuentran los ligados a
la planta y los ligados al animal (Tokarnia y col., 2012).

Los que se vinculan a la planta son:

e Fase de crecimiento: algunas de las plantas son mas toxicas en brotacion
(plantas cianogénicas). Ocurre también lo contrario en plantas maduras
como es el caso de Baccharis coridifolia.

e Partes toxicas: en la mayoria las partes toxicas son las hojas, en algunas
los frutos, y en otras ambas partes.

e Estado: fresca o seca. Algunas pierden su toxicidad por el secado
(cianogénicas), mientras que otras mantienen su principio activo durante
periodos de tiempo prolongados.

e Suelo y procedencia: la fertilidad y composicion del suelo puede ser uno
de los factores que influyen en la toxicidad.

Factores ligados al animal (Tokarnia y col., 2012):

e Especie animal: las diversas especies animales no tienen la misma
sensibilidad a la accién téxica de muchas plantas.

eEdad: Se puede ver que en algunas especies de plantas hay una
respuesta distinta entre jévenes y adultos.

e Pigmentacion: los animales de piel blanca son mas sensibles a plantas
que causan fotosensibilizacion.

e Ejercicio: puede ser un factor decisivo para llevar al animal a la muerte,
debido a las plantas que interfieren en el funcionamiento del corazén y/o
en el sistema nervioso central.

e Tolerancia e inmunidad. La tolerancia se refiere al aumento de resistencia
a una determinada sustancia de naturaleza no proteica y la inmunidad
por su parte, esta relacionada a la produccion de antitoxinas especificas
contra principios toxicos de naturaleza proteica, por parte del sistema
inmune.

¢ Resistencia individual: hay evidencia de que puede tener influencia para
plantas toxicas.

2.6.Plantas hepatotéxicas

Estas plantas ocasionan diferentes lesiones, cuadros agudos, cuadros cronicos
y de fotosensibilizacion hepatégena. En cuadros agudos se observan areas de
necrosis centrolobulillar, periacinar y mediozonal. Dentro de este grupo, se
encuentran plantas tales como por ejemplo Cestrum parqui, Xanthium spp,
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entre otras (Tokarnia y col.,, 2012). En los cuadros crénicos predominan
lesiones de fibrosis y megalocitosis y pueden ser producidos por plantas que
contienen alcaloides pirrolizidinicos (Senecio spp., Echium plantagineum,
Crotalaria spp.), (Tokarnia y col., 2012). En los casos de fotosensibilizacion
hepatdégena, las lesiones se encuentran en los canaliculos biliares y en el
parénquima hepatico (Tokarnia y col., 2000).

En el cuadro agudo, se puede producir necrosis centrolobulillar de los
hepatocitos. Esa porcién del Iébulo recibe sangre menos oxigenada, por lo
tanto, es susceptible a hipoxia y tiene mayor actividad enzimatica capaz de
activar compuestos en formas téxicas. La necrosis centrolobulillar puede
resultar de una anemia grave o aguda, o de una insuficiencia cardiaca directa.
De forma semejante, la congestion pasiva del higado resulta en hipoxia como
resultado de estasis de sangre y produce atrofia de los hepatocitos
centrolobulillares. También se puede producir necrosis periacinar. Este tipo de
necrosis envuelve la vena central ya que solamente la periferia del acino esta
afectada, reflejando tipicamente la accién de una toxina de accién directa que
requiere bioactivacién, o anemia aguda o grave. Por ultimo, también podria
producirse necrosis mediozonal, que no son lesiones comunes, pero si lo son
en suinos y equinos con aflatoxicosis. (McGavin y Zachary, 2009).

Dentro de las plantas que producen efectos hepatotéxicos agudos se
encuentran: Cestrum parqui'y Xanthium cavanillessi (Riet- Correa y col., 2007).
La intoxicacion por Cestrum parqui (“Duraznillo negro”) afecta a todas las
especies, aves, suinos, equinos y bovinos. Se produce generalmente en
primavera y son diversos los factores que influyen para que se dé, tales como,
variaciones en el ciclo vegetativo de planta, épocas del afno, hambre, carencia
de forraje, transporte. El principio activo aun no esta totalmente establecido,
pero se considera a los carboxiatractilosideos como el principal compuesto
causante de su toxicidad (Riet- Correa y col., 2007).

Xanthium cavanillessi (“Abrojo Grande”), su intoxicacién ha sido observada en
bovinos, suinos, pero también puede ocurrir en ovinos, equinos y aves. Esta
ocurre con la ingesta de la planta o con brotes en fase cotiledonea que son
mas palatables, siendo estos la Unica parte toxica (la semilla también es téxica
pero es raramente ingerida dado que se encuentra dentro del abrojo). El
principio activo de esta planta es igual al que se encuentra en la planta anterior,
y la intoxicacién ocurre en épocas con poca disponibilidad de forraje (Riet-
Correa y col., 2007).

Los signos clinicos correspondientes a estas dos plantas son de evolucion
aguda con un curso clinico de 12 a 72 horas y se caracterizan por agresividad,
anorexia, paresia del tren posterior, incoordinacion, temblores musculares,
atonia ruminal, dolor abdominal, heces resecas con moco y estrias de sangre.
En decubito esternal presentan colicos, gemidos, golpean la cabeza contra el
suelo, movimiento de pedaleos y salivacién (Riet- Correa y col., 2007).

Dentro del cuadro de fotosensibilizacion hepatégena se encuentran: Lantana
camara y Myoporum laetum, entre otras (Riet- Correa y col., 2007).
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La intoxicacibn por Lantana camara (‘Banderita espafiola”) ha sido
diagnosticada en ovinos y bovinos en Uruguay (Rivero y col. 2011). La
enfermedad ocurre principalmente en animales transportados a areas invadidas
por la planta, por desconocimiento de la misma o por carencias forrajeras.
Tiene como principio activo Lantadeno A y B (Riet- Correa y col., 2007).

La intoxicacion por Myoporum laetum (“Transparente” o “cerca viva”) ocurre
cuando animales ingieren hojas de gajos caidos por el viento o de plantas
podadas. Puede también ocurrir por la ingesta directa desde los arboles que
estdn al alcance de los animales durante el invierno, cuando hay poca
disponibilidad de forraje. Los principios toxicos de la planta son aceites
esenciales furanosesquiterpenos (Riet- Correa y col., 2007).

Los signos clinicos que presenta la fotosensibilizacion hepatégena se
caracterizan por anorexia, depresion, disminucién de los movimientos
ruminales, heces secas, presentan signos de dolor, también se observa
después de unos dias, edemas localizados principalmente en miembros,
sialorrea, orina de color marrén oscuro y fotosensibilizacion. Esta ultima se
presenta inicialmente como una dermatitis localizada en hocico, ubre, y en
areas de pelo blanco con exudado amarillento, posteriormente areas
enrojecidas, exudados serosos, erosiones y costras. Después de 4 dias la piel
se presenta reseca, engrosada, y pudiéndose complicar por miasis (Riet-
Correa y col., 2007).

2.7. Higado y la respuesta del 6rgano a las agresiones

El higado es el mayor organo interno del cuerpo y en herbivoros es
aproximadamente el 1% del peso corporal. En neonatos de todas las especies
el higado representa un porcentaje mayor en comparacion a los adultos. En
rumiantes, el 6rgano se ubica hacia el lado derecho de la cavidad abdominal y
una serie de ligamentos lo mantienen en esa posicién. Este recibe sangre de
dos fuentes, de la vena porta que ofrece el 60% a 70 % del flujo total de sangre
hepatica, y el restante por la arteria hepatica (McGavin y Zachary, 2009; Dyce y
col.,, 1999). La sangre procedente de ambas fuentes se mezcla en las
sinusoides, volviendo a la circulacion general por las venas hepaticas, que
desembocan en la vena cava caudal.

El higado tiene superficie capsular lisa y el parénquima tiene tejido castafio-
rojizo friable, divididos en lobulos, siendo afinados en la periferia hasta formar
bordes cortantes (McGavin y Zachary, 2009).

La subunidad funcional hepatica son los lobulillos hepaticos que es una
estructura hexagonal, con un largo de 1 a 2 milimetros. En el centro se
encuentra la vena central (o centrolobulillar) que es una afluente de la vena
hepatica. En los angulos del hexagono aparece la triada portal, la cual contiene
conductos biliares, rama de vena porta, y la arteria hepatica. Dentro de éste se
encuentran los hepatocitos, siendo las células que forman la mayor parte de
este érgano (McGavin y Zachary, 2009; Maclachlan y Cullen, 1995).

El higado cumple diversas funciones, entre ellas el metabolismo de la
bilirrubina, de los acidos grasos, de los carbohidratos, de los lipidos, de los
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xenobidticos, sintesis de proteinas y funcién inmune (McGavin y Zachary,
2009).

Luego de la destruccion del parénquima hepatico puede ocurrir regeneracion
del parénquima, ademas de la sustitucion por fibrosis e hiperplasia biliar. La
fibrosis es una de las manifestaciones mas comunes de lesiones hepaticas
cronicas. Teniendo en cuenta la capacidad de regeneracion del higado,
igualmente la lesidon causada puede ser suficientemente grave para ser letal.
En el higado fibrético hay un cambio en la cantidad de la matriz extracelular y
alteracion en los tipos de colageno y en su sitio de deposicién. ElI higado
gravemente fibrosado puede contener hasta seis veces mas de colageno y
proteoglicanos que el higado normal. La fibrosis hepatica se caracteriza por
aumento de colagenos fibrilares, tipo | y I, y del colageno no fibrilar XVIII en el
espacio de Disse, en las areas portales y en el area circundante a las venas
centrales. De igual manera, se da el aumento de los componentes de la matriz
extracelular, proteoglicanos, fibronectina, y acido hialurénico. Las células
estrelladas (células Ito o lipocitos) cumplen un papel importante en la fibrosis
hepatica. En el higado normal, éstas células ocupan el espacio de Disse
(posicion subendotelial en los sinusoides), entre los hepatocitos. Se
caracterizan por la presencia de grandes vacuolas conteniendo lipidos en su
citoplasma y ademas desempefia la funciéon de control del diametro de los
sinusoides y consecuentemente el flujo de sangre a través de éstos. En los
casos en que el higado sufre una lesion, las células estrelladas pasan por una
trasformacion fenotipica progresiva: de las tipicas células almacenadoras de
lipidos, pasan a ser células con apariencia miofibroblastica que tienen la
capacidad de sintetizar colageno tipo I, Il y IV (McGavin y Zachary, 2009).

El lugar donde se deposita el colageno en el higado tiene un impacto
importante en la funcién hepatica. La fibrosis perisinusoidal puede tener un
efecto grave sobre la funcion hepatica. En el I6bulo hepatico, el sitio de fibrosis
puede ser el indicativo del tipo de lesidon. La agresion téxica cronica produce
con frecuencia fibrosis centrolobulillar (periacinar). Esa region es afectada
porque los hepatocitos centrolobulillares son el sitio de metabolismo de la
mayoria de los farmacos. La insuficiencia cardiaca directa de larga duracion
puede también causar fibrosis en ese sitio. La fibrosis periportal puede resultar
de condiciones inflamatorias cronicas, o de un pequefio grupo de toxinas que
afectan los hepatocitos periportales, dado que ellas no requieren del
metabolismo de enzimas del citocromo p-450 para producir un metabolito
perjudicial (McGavin y Zachary, 2009).

La fibrosis puede limitarse a I6bulos individuales, pero en lesiones mas graves
las areas de fibrosis pueden ser mas extensas. La fibrosis “en puente” implica
una fibrosis que se extiende de un espacio porta a otro espacio porta, o del
espacio porta a la vena central. Es mas probable que la fibrosis en puente
perjudique mas a la funcion hepatica que una fibrosis focal. Por lo tanto, todas
las formas de fibrosis son suficientemente graves y llevan a una funcion
perjudicial del 6rgano. Debido a la enorme capacidad de reserva del higado, la
fibrosis en general es bastante extensa antes de encontrar signos de
disfuncion.
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Otros padrones de fibrosis pueden ocurrir, incluido la fibrosis biliar (centrada en
los conductos biliares de las triadas portales), la fibrosis hepatica focal o
multifocal (extendida aleatoriamente por todo el parénquima) o la fibrosis
hepatica difusa (afecta todas las regiones del I6bulo y esta presente en todo el
higado). La fibrosis difusa con formacion de ndédulos hiperplasicos, es por
definicion la cirrosis (McGavin y Zachary, 2009; Maclachlan y Cullen, 1995).

Hay gran variedad de plantas que causan lesiones hepaticas en animales
domeésticos, hay dos tipos de fitotoxinas para ser discutidas. La primera de ellas
son los alcaloides pirrolizidinicos, que precisan ser metabolizados a una forma
activa en el higado. El segundo tipo de toxinas es desdoblado por bacterias en
el tracto gastrointestinal para liberar un factor que es subsecuentemente
bioactivado en el higado (McGavin y Zachary, 2009).

Los alcaloides pirrolizidinicos son encontrados en muchas familias de plantas,
inclusive Compositae, Leguminosae y Borraginaceae. Los géneros mas
importantes son Senecio, Cynoglossum, Amsinckia, Crotalaria, Echium,
Trichodesma y Heliotropium. Aproximadamente se reconocen cien tipos de
alcaloides, el efecto toxico depende del tipo que esté presente en las plantas
ingeridas. Los alcaloides ingeridos son convertidos en ésteres pirrdlicos por las
enzimas hepaticas citocromo p-450. Esos ésteres son agentes alquilantes que
reaccionan con los acidos nucleicos, las proteinas nucleares y citosélicas. Los
suinos son particularmente susceptibles a la intoxicacidn por alcaloides
pirrolizidinicos, los bovinos y equinos presentan una susceptibilidad media, y
los ovinos en menor medida (McGavin y Zachary, 2009).

Las lesiones histoldgicas caracteristicas de la intoxicacién por los alcaloides
son los megalocitos, que son hepatocitos con nucleo y volumen citoplasmatico
aumentado. Los megalocitos superan muchas veces el tamafio de los
hepatocitos normales, siendo el resultado de los efectos antimitéticos de los
alcaloides pirrolizidinicos; los que impiden la divisién celular pero no la sintesis
de ADN, ya que los hepatocitos tienden a dividirse para reponer aquellos que
estan sufriendo necrosis. Esta alteracién es un indicativo de intoxicacion por
alcaloides pirrolizidinicos pero no es patognomoénico, dado que esto ocurre con
otras toxinas, como por ejemplo aflatoxinas (McGavin y Zachary, 2009).

De manera caracteristica la intoxicacién cronica por alcaloides pirrolizidinicos
es acompafada por fibrosis hepatica, proliferacion biliar, en algunas
circunstancias regeneracion nodular del parénquima (McGavin y Zachary,
2009; Maclachlan y Cullen, 1995).

Las aflatoxinas son producidas por algunos hongos como Aspergillus flavus y
A. parasiticus. Las aflatoxinas que mas comunes son la B+, B2, G1y G2. Estas
son elaboradas durante el almacenamiento de alimentos contaminados por
hongos, en condiciones de humedad y temperatura, pueden estar presentes en
cosechas de maiz, mani y semillas de algodéon. Las aflatoxinas son
biotransformadas, generalmente en compuestos menos toxicos, pero con
efectos carcinogénicos, toxicos y teratogénicos, reflejan la conexién de los
intermediarios toxicos a proteinas, ADN o ARN celulares (McGavin y Zachary,
2009).
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Los suinos, caninos, equinos y bovinos, especialmente los animales jovenes,
son sensibles a los efectos toxicos de las aflatoxinas (McGavin y Zachary,
2009). Los ovinos, los bovinos adultos y las ratas son bastante resistentes,
mientras que perros, cerdos, ratones y patos son sensibles y pueden presentar
una intoxicacion fatal a dosis menores a 1,0 mg/kg de peso vivo (Stalker y
Hayes, 2007).

Las intoxicaciones cronicas son mas comunes que las agudas, y pueden
producir problemas de crecimiento, mayor susceptibilidad a infecciones, y en
ocasiones dan como resultado insuficiencia hepatica. Los higados afectados
son firmes y palidos, y microscépicamente se caracterizan por una lipidosis y
necrosis de los hepatocitos, hiperplasia biliar, fibrosis centro lobular a fibrosis
en puente, y atipia celular de los hepatocitos, caracterizada por tamafio variable
de la célula y de los hepatocitos (McGavin y Zachary, 2009).

2.8. Caracteristicas principales de Echium plantagineum

Familia: Boraginaceae
Nombre cientifico: Echium plantagineum
Nombre comun: “Flor morada”

old 4

i I 5 {
Figura 1: Echium plantagineum Figura 2: Echium plantagineum
en estado de floraciéon en en estado vegetativo en Estacion
Estacion experimental “Dr. Mario experimental “Dr. Mario A.
A. Cassinoni”. Cassinoni”.

Esta planta herbacea de la familia Borragineaceae conocida con el nombre de
“Flor morada”, es una planta de ciclo anual que germina a inicios de otofio y
florece en primavera (Fig. 1), es invasora de pasturas y cultivos de invierno,
observandose mayor cantidad en el primer afio de implantacion. Es palatable
para animales principalmente cuando la planta es joven, en estado de brotacion
(Fig. 2). La intoxicacién ha sido observada en bovinos en Brasil en areas de
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pasturas invadidas por E. plantagineum (Méndez, 1985). Una de las principales
caracteristicas de identificacion de la planta es que crece con uno o varios
tallos erectos alcanzando unos 30-80 cm de altura. Los tallos son ramificados,
asperos y con pelos cortos, y sus hojas de igual caracteristica. Las flores son
de color azul violaceo (hasta purpura) de hasta 2- 3 cm de largo (Céppola y
col., 2014).

Se considera que todas las partes de la planta son téxicas, tanto verdes como
secas. Su toxicidad es variable de una region a otra, también en una misma
area en una misma época (Tokarnia y col., 2012). La concentracion de
alcaloides pirrolizidinicos depende de la época del afio, el tipo de suelo,
fertilidad y otros factores ambientales, siendo posible la intoxicacién
dependiendo de la cantidad ingerida y de la susceptibilidad de los animales
(Coppolay col., 2014).

La toxicidad de la planta estd dada por la presencia de alcaloides
pirrolizidinicos, echiumina y echimidina, causando una lesion hepatica
progresiva, pudiendo observarse signos clinicos y muerte de los animales
durante periodos de tiempo prolongados y varios meses después de la ingesta
de la planta. Su morbilidad varia de 1% a 30% vy la letalidad es practicamente
de un 100% (Riet-Correa y col., 2007). Si bien se reporta la toxicidad de ésta
planta, Culvenor y col. (1984) en ovinos, no encontraron lesiones cuando la
planta fue administrada a razén de 0,11-0,15 y 0,032-0,047% de la dieta,
respectivamente. Resultados similares fueron reportados cuando se
alimentaron terneros con una dosis total de 81,4 mg/kg de peso corporal y
ovinos que recibieron una dosis total de 105,6 mg/kg de peso corporal. Si bien
las ovejas no mostraron toxicidad, los terneros desarrollaron hepatopatia (Craig
et al., 1986, citado por Wiedenfeld y Edgar, 2011).

2.9. Alcaloides pirrolizidinicos en los rumiantes

Los alcaloides pirrolizidinicos (AP) no son hepatotéxicos, carcinogénicos,
genotoxicos, teratogénicos y neumotdxicos (IPCS, 1988) por si mismos, sino
que se convierten, por la citocromoP450 monooxigenasa localizadas en
hepatocitos en 6,7 dihidropirrolizina con tales propiedades tdxicas. (Wiedenfeld
y Edgar, 2011).

Para los rumiantes, la actividad de los microorganismos del rumen que
destruyen los AP los hace mas resistentes que las especies monogastricas a la
intoxicacion. Estas consideraciones proporcionan una explicacion del hecho de
que la toxicidad de los AP es diferente, en diferentes especies e individuos. Por
ejemplo, mientras que los caballos son muy sensibles a la intoxicacion, las
ovejas, las cabras y el bovino son mucho mas resistentes y toleran dosis de AP
mucho mas altas.

Otro aspecto importante de la intoxicacion por AP en rumiantes es que los
mismos tienen baja susceptibilidad a la intoxicacion y rara vez muestran
intoxicacién aguda, en general, progresan los efectos toxicos sub-agudos a
cronicos.
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Se ha demostrado ademas que los AP no se destruyen durante la produccion
de heno y que estos productos retienen la toxicidad durante un periodo muy
largo. También se ha demostrado que en los ensilajes se presenta una
reduccion (de hasta 20%) en la toxicidad de los AP (Wiedenfeld y Edgar.,
2011).

2.10. Antecedentes regionales y en el pais de intoxicacion por Echium
plantagineum

Culvenor y col. (1984) demostraron en Australia la susceptibilidad variable a la
intoxicacion por la ingesta de Echium plantagineum en rumiantes y
monogastricos mediante la experimentacion con ratas y ovejas, demostrando
que estas ultimas son mas resistentes.

En el periodo transcurrido entre 1978-1982 en Pelotas, Rio grande do Sul,
Brasil, Riet-Correa y col. (1983) constataron los siguientes antecedentes de
intoxicacion por Flor morada. De un lote de 77 terneros, murieron 28 animales.
Estos animales pastoreaban en verdeos contaminados con la planta y eran
suplementados con heno y racion comercial. En el ganado restante aparecen 3
casos de fotosensibilizacion de 125 vacas. En el afio 1980, en el mismo predio,
se habia observado 3 casos de fotosensibilizacion en 44 terneras y el afio
anterior 1 caso en vaquillonas. En otro brote reportado por los mismos autores,
en un rodeo lechero de 80 animales que pastoreaban avena con Rye grass
donde crecia abundante E. plantagineum, murieron 3 vacas. Ademas, Méndez
y col. (1985), realizaron tres experimentos. En el primer experimento se
aliment6 pollos de tres semanas de vida, con 2,5-5% de Flor morada en
floracion, durante 50 dias. Posteriormente, se les realizé la necropsia,
encontrandose el higado amarillo y aumentado de tamafio, edema subcutaneo
y en cavidad toracica abdominal. Histoldgicamente habia megalocitosis vy
proliferacion de canaliculos biliares, correspondiendo los grupos que
consumieron mayor porcentaje de planta a las alteraciones mas marcadas. En
un segundo experimento se colect6 planta en fase de floracion
suministrandoselas a dos terneros al 10% de la racion durante 80 dias. Uno de
los terneros (consumo 220g/kg PV) muere a los 167 dias de haber terminado el
consumo, mientras que el restante sobrevivido (consumio 270g/kg PV). Y un
tercer y ultimo experimento, la planta fue recolectada en fase de crecimiento y
mezclada al 10% de la racion. Uno de los animales consumio 240 g/kg PV
durante un periodo de 66 dias, el otro consumié 320g/kg PV durante 69 dias,
muriendo a los 187 dias de haber finalizado el consumo. En las necropsias se
observd higado disminuido de tamafio y color claro. Histolégicamente reveld
lesion de fibrosis, megalocitosis y proliferacion de los canaliculos biliares.

En Uruguay, se reportan antecedentes en el ano 1975. Segun Riet-Alvariza y
col. (1977), en el afio 1975 en la Colonia Piamontesa, en el departamento de
Colonia, en un grupo de 19 animales de la raza Holando, 14 bovinos
enfermaron, muriendo uno de ellos. Estos animales permanecieron de 2 a 3
meses en una pradera de alfalfa, en la cual habia predominio de E.
plantagineum que manifestaba evidencia de haber sido consumida por los
animales afectados.
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En el afio 2015 en el Departamento de Rio Negro, en el mes de agosto, se
registré una sospecha de intoxicacion por E. plantagineum que fue comunicada
por el Laboratorio Regional Noroeste de la DILAVE, Paysandu (R. Rivero Com.
Personal). El brote en cuestidon ocurrié en un predio lechero, donde se produjo
la muerte de terneros en la fase de la recria (de entre 4 a 5 meses de edad)
con signos clinicos de ataxia, incoordinacion motora, opistétonos y tenesmo.
En las necropsias realizadas los principales hallazgos macroscépicos fueron
edema en musculos abdominales, mesenterio y multiples petequias, linfonodos
mesentéricos aumentados de tamafio, ascitis (el liquido tenia una coloracion
ictérico - hemorragico), rifones palidos, higado aumentado de tamafio, ictérico,
con bordes irregulares y puntillado, vesicula biliar aumentada de tamafio,
hiperqueratosis de la mucosa ruminal, abomaso edematoso y con ulceras
cronicas y agudas, pulmén izquierdo tenia afectados los |6bulos caudal, medio
y accesorio con zonas hemorragicas y consolidadas, por ultimo, las meninges
se encontraban con congestion generalizada. Habia ademas ictericia
generalizada leve. En las muestras remitidas al laboratorio para analisis
histopatolégico se destacaron principalmente severa fibrosis hepatica difusa,
proliferacion canalicular con megalocitosis, asi como degeneracion vacuolar de
la sustancia blanca del sistema nervioso central. Las lesiones halladas a nivel
de higado (fibrosis, proliferacion de canaliculos hepaticos con megalocitosis)
eran compatibles con un cuadro de intoxicacién por AP. En la visita al predio,
se constatd la presencia de E. plantagineum en una pastura de avena que
habia sido consumida. De la anamnesis también se destaca que los animales
consumieron heno de pradera de Lotus corniculatus, que segun los
encargados, también estaba invadida por E. plantagineum al momento de la
cosecha. En base a estos datos se establecid la sospecha de un brote de
intoxicacién por esta planta.

2.11. Diagnéstico de la intoxicacion por alcaloides pirrolizidinicos

Para el diagndstico de la intoxicacion por alcaloides pirrolizidinicos, se toman
en cuenta los datos epidemiolégicos, sintomas clinicos, funcional hepatico,
datos de necropsia y diagndstico histopatolégico. Algunos de los sintomas que
presenta el cuadro de intoxicacién por la planta se asocian al mal estado en
general, tenesmo, inapetencia, prolapso rectal y diarrea fétida. A éstos se le
suman los sintomas nerviosos asociados a la hipersensibilidad, temblores,
incoordinacioén, dificultad para desplazarse y agresividad. También se puede
observar el aumento de frecuencia cardiaca (taquicardia), lesiones ulceradas
en lengua, produccion excesiva saliva (sialorrea), ictericia (color amarillento en
las mucosas), inflamacion de la membrana que cubre el interior de los
parpados (conjuntivitis), inflamacion en la cérnea (queratitis), y lesiones de
fotosensibilizacién asociadas a pérdida de piel, alopecia y resecamiento.
También se observa edema de miembros y ubre (Coppola y César, 2014).

Para el diagnéstico de la intoxicacion por AP se ha utilizado la biopsia hepatica
y la histologia del higado, para la deteccion de las lesiones caracteristicas. En
el higado se identifican el tamafio de celular de los hepatocitos, uniformidad
celular, fibrosis portal, proliferacién de ductos biliares y reaccion inflamatoria
(Seaman y col. 1989; Peterson y Jago, 1984). También se pueden utilizar el
estudio de niveles séricos de enzimas como la aspartato aminotransferasa
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(AST) y la gamaglutamil transpeptidasa (GGT) para la detecciéon de la lesion
hepatica.

Entre los principales hallazgos macroscopicos “puede observarse higado de
color amairillo-ocre con aumento de la consistencia, aumento del tamarno de la
vesicula biliar con edema de pared, edema generalizado en peritoneo, intestino
delgado, grueso y abomaso, y presencia de liquido en cavidad abdominal,
toracica y pericardica” (Coppola y César., 2014).
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3. HIPOTESIS
La planta Echium plantagineum es toxica para bovinos, produciendo un cuadro
de insuficiencia hepatica cronica.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General:

Determinar si Echium plantagineum es toxica a determinadas dosis en bovinos,
mediante la reproduccion experimental en ésta especie, asi como conocer las
caracteristicas, tipo y concentracion de AP encontrados en la planta.

4.2. Objetivos especificos:

e Realizar la reproduccion experimental de Ila intoxicacion Echium
plantagineum en bovinos, administrando por via oral la planta seca,
registrando los parametros clinicos, metabdlicos y patoldgicos en los
animales del experimento.

e Determinar la concentracion y tipos de AP en la planta obtenida en el predio
problema y utilizada en la reproduccion experimental.

e Determinar las alteraciones histolégicas hepéticas durante el ensayo,
inducidas por la planta, mediante biopsias de los animales intoxicados
experimentalmente.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé6 en la Estacion Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni”
(EEMAC) de la Facultad de Agronomia, ubicada en el km 363,500 de la Ruta
N°3, en el departamento de Paysandu, Uruguay, Sede Paysandu de Facultad
de Veterinaria. El trabajo experimental tuvo la aprobacion de la Comisién de
Uso de Animales de la Facultad de Veterinaria (CEUAFVET-609).

Se utilizaron seis terneros, machos castrados, de raza Holando, de entre 6 y 8
meses de edad, pertenecientes a la Estacién Experimental “Dr. Mario A.
Cassinoni” (EEMAC) de la Facultad de Agronomia. Sesenta dias previos al
comienzo de los experimentos fueron dosificados con un antiparasitario de
amplio espectro (Fosfato de Levamisol a la dosis 8 mg por kg de peso) y se
comenzo a suplementar con 2 kg/animal/dia de racién con 16% de proteina
cruda (Nombre comercial “Terneros 1°, Cooperativa COPAGRAN) en
comederos colectivos. Se llevdo un registro semanal de peso vivo de los
animales. El control parasitario de los animales se realiz6 cada 21 dias,
mediante el recuento de huevos por gramo de materia fecal, utilizando la
técnica de McMaster.

Para la realizacién del trabajo se seleccioné un potrero de campo natural
mejorado libre de plantas téxicas conocidas, con sombra y agua ad libitum. En
dicho potrero se realizaron parcelas en las cuales se mantuvieron los distintos
animales durante todo el periodo experimental.

5.1. Procesamiento de Echium plantagineum

Se utilizé planta que fue recolectada en el afio 2015, en un establecimiento del
Departamento de Rio Negro, donde se registré un foco con casos colectivos de
fibrosis hepética. De la planta que se encontraba en estado vegetativo, se
extrajeron las hojas y las mismas fueron secadas a temperatura ambiente
durante 72 horas. Posteriormente se sec6 durante 48 hs en estufa a 60°C para
luego ser triturada en un molino de forraje “Wiley Mill’, modelo standard N°3

(Fig. 4).
Por otra parte, se colecté E. plantagineum en la Estacion Experimental “Dr.

Mario A. Cassinoni” en setiembre del ano 2017, realizando el mismo
procedimiento de secado y molido de la planta anteriormente mencionado.
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Figura 3. Hojas y tallos de Echium plantagineum a temperatura ambiente para
el secado inicial.

Figura 4. Molino de forraje “Wiley Mill’, modelo standard N°3. Plantas siendo
procesadas en molino de forraje.

5.2. Experimentos realizados
5.2.1. Experimento N°1
En el experimento N°1 se utilizé6 planta que fue obtenida del predio con

sospecha de intoxicacién por E. plantagineum en bovinos y planta obtenida en
la Estacién Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni” (EEMAC). Se realizaron dos
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tratamientos presentados en la Tabla 1. Se utilizaron dos terneros por
tratamiento, que fueron distribuidos al azar en cada grupo.

Tabla 1. Tratamientos del experimento N° 1.
Tratamiento

Tratamiento A Echium plantagineum seca y molida

Control Negativo, sin administracion de

Tratamiento control Echium plantagineum

El peso promedio de los animales al inicio del experimento fue de 19012 kg de
peso vivo para el Tratamiento A y 191+9 kg de peso vivo para el Tratamiento
control.

La administracion de la planta seca y molida del Experimento N° 1 se detalla
en la Tabla 2. El dia de inicio del experimento se administré 200g de planta por
animal, retomando el dia 28 el suministro con 500g por animal.

Para facilitar la administracion de la planta, se mezclaba la dosis por animal
con 2 litros de agua, y la mezcla era administrada por sonda bucoesofagica.
Los dias de administracion de la planta, los terneros fueron traidos a las
instalaciones para suministrarle la dosis correspondiente, para luego ser
llevados a sus parcelas de origen.

Tabla 2. Administraciéon de Echium plantagineum a los animales del
Tratamiento A, en el experimento N°1

Dia g/dia/animal Origen de la
planta
0 200 Predio problema
28 500 EEMAC
29 500 EEMAC
30 500 EEMAC
31 500 EEMAC
32 500 EEMAC

Dosis total de planta

seca/kg peso Vivo* 14,0g/kg de peso vivo

*La dosis total fue estimada tomando como referencia el peso inicial de los
animales tratados.

Los animales del tratamiento A, recibieron 1,0g/kg de peso vivo de la planta
problema (del predio comercial) y 13g/kg de peso vivo de la planta recolectada
en la EEMAC. Los terneros del tratamiento control no recibieron la planta. Los
terneros de ambos tratamientos fueron suplementados todos los dias con 2 kg
de racién comercial por animal hasta el dia 80 de experimento, permaneciendo
en un campo nhatural mejorado. Desde el dia 80 al dia 91, pasaron a comer 1kg
de racidn comercial por animal y por dia. Desde el dia 92 hasta el dia 165
permanecieron sin suplementacion en el campo natural mejorado.
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5.2.2. Experimento N° 2

En el experimento N°2 se utilizd E. plantagineum recolectada en la Estacion
Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni” (EEMAC). Se realizaron dos tratamientos
presentados en la Tabla 3. Se utilizaron dos terneros por tratamiento, que
fueron distribuidos al azar en cada grupo.

Tabla 3. Tratamientos del experimento N°2
Tratamiento

Tratamiento B Echium plantagineum seca y molida

Control Negativo, sin administracion de Echium

Tratamiento control ,
plantagineum

El peso promedio de los animales al inicio del experimento fue de 162+17 kg de
peso vivo para el Tratamiento B y 216£16 kg de peso vivo para el Tratamiento
control.

La planta seca y molida, fue suministrada de acuerdo a lo presentado en la
Tabla 4. En el dia 0 y 1 se administraron 200g por animal, suspendiendo hasta
el dia 7, donde se reanuda la administraciéon con una dosis de 100g/animal/dia.

Tabla 4. Administracién de Echium plantagineum a los animales del
Tratamiento B, en el experimento N°2

Dia g/dia/animal
0 200
1 200
7 al 31 100
Dosis total de planta seca/kg peso vivo* 14,3g/kg de peso vivo

*La dosis total fue estimada tomando como referencia el peso inicial de los
animales tratados.

La dosis de planta fue ofrecida en comederos individuales a cada animal del
tratamiento B, mezclandola con la racién comercial que se administrd
diariamente. Se controlaba en cada oportunidad que los animales consumieran
la totalidad de la mezcla.

Todos los terneros, del tratamiento control y tratamiento B, fueron
suplementados diariamente con 2 kg de racion comercial por animal hasta el
dia 52 del experimento y permanecieron en el campo natural mejorado. Desde
el dia 52 al dia 63 pasaron a comer 1kg de racion comercial por animal y por
dia. Desde el dia 64 hasta el dia 137 permanecieron sin suplementacion en el
campo natural mejorado.
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5.3. Determinaciones en los animales

En ambos experimentos se realizé el examen clinico individual de cada animal.
Se determiné la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, frecuencia
ruminal, temperatura rectal, coloracion de mucosas, prueba de la cruz, prueba
de la yugular, pliegue cutaneo, palpacion de ganglios linfaticos, dos veces por
semana (lunes y jueves) desde el dia 0 hasta el dia 91 en el Exp. N°1 y hasta
el dia 63 en el Exp. N°2 luego de la administracion de la planta. Luego de
realizado el examen clinico se realiz6 la medicién de peso vivo de los animales.

También se realizé extraccién de sangre de la vena coccigea, utilizando tubos
sin anticoagulante. La sangre fue centrifugada a 3000 r/min y el suero se
congel6 a -20°C hasta posterior analisis. En el experimento N°1, la extraccion
de sangre se realizo, dos veces por semana, hasta el dia 30 y luego una vez
semana hasta el dia 91. En el experimento N°2 se extrajo sangre una vez por
semana. Ademas, en los animales del experimento N°1 se realizé la extraccion
de sangre los dias 123 y 165 del experimento y en el Exp. N°2 los dias 95 y
137.

En el suero sanguineo se determiné la concentracion de las enzimas hepéaticas
Gama glutamil transferasa (GGT), Aspartato amino transferasa (AST), Alanina
aminotransferasa (ALT), Fosfatasa alcalina (FAS), urea, creatinina, albumina y
proteinas totales. Las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal de Paysandu (Facultad de Veterinaria,
Estacion Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni’). Se utilizaron los Kkits
comerciales del Laboratorio Wiener Lab, utilizando los controles comerciales
del mismo laboratorio. El coeficiente de variacion inter e intraensayo para todas
las determinaciones fue menor a 10%.

5.4. Biopsia hepatica

En los dos experimentos se realizaron biopsias hepaticas de todos los
animales. En los animales del Experimento N°1 las biopsias fueron realizadas
los dias 0, 28, 60, 91 y 164, mientras que en los animales del Experimento N°2
fueron realizadas los dias 0, 32, 63 y 136.

Se realizd primeramente la preparacién de la zona a puncionar (tricotomia,
lavado, asepsia, anestesia local de piel y musculo intercostal), localizada en
11° espacio intercostal en la interseccion con la linea trazada desde la
tuberosidad iliaca y la articulaciéon escapulo humeral, segun lo descripto por
Adrien (2014). Las muestras de higado fueron colocadas en tubos con formol
bufferado al 10% y enviadas al Laboratorio Regional Noroeste de la DILAVE,
Paysandu, para la realizacién de estudio histopatolégico, siendo tefidos los
cortes con Hematoxilina-Eosina.
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5.5. Identificacion y cuantificacion de los AP de Echium plantagineum

De la planta utilizada en los dos experimentos, se remiti®6 muestras al
Laboratorio “Poisonous Plant Research Laboratory”, Utah, perteneciente al
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), con el fin de tipificar
y cuantificar AP. La metodologia para estas determinaciones esta reportada por
Gardner y col. (2006). Se remitieron 5 muestras de la mezcla de la planta seca
y molida. Tres muestras correspondieron a la planta colectada en el predio
donde ocurrid la sospecha de la intoxicacion y otras dos muestras de la planta
colectada en la EEMAC vy utilizada en ensayos.

5.6. Analisis estadistico

Todas las variables repetidas en el tiempo (frecuencia cardiaca, respiratoria,
ruminal, enzimas hepaticas, urea, creatinina, albumina, proteina total) fueron
analizadas con un modelo mixto en el SAS (Statistical Analysis Software, SAS
version 9.2, 2008). En el modelo se incluyeron como efectos fijos el tratamiento
y los dias de experimento, asi como la interaccion entre los mismos. Se
considerod diferencia significativa cuando el valor de probabilidad fue de p <
0,05.

6. RESULTADOS

6.1. Experimento N°1

6.1.1. Parametros clinicos y peso vivo

En la Fig. 5 se presenta la frecuencia respiratoria para los dos tratamientos. No
hubo efecto de los tratamientos (p=0,09) sobre este parametro, sin embargo, la
frecuencia respiratoria estuvo afectado por los dias de experimento (p=0,003).
La interaccion entre tratamiento y dias de experimento no fue significativa
(p=0,96).
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Figura 5. Frecuencia respiratoria en relacién a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 6 se presenta la frecuencia cardiaca para los dos tratamientos. No
hubo efecto de los tratamientos (p=0,37), dias de experimento (p=0,38), ni de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,96).
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Figura 6. Frecuencia cardiaca en relacion a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 7 se presenta la temperatura rectal para los dos tratamientos. No
hubo efecto de los tratamientos (p=0,07), ni de la interaccién entre tratamiento
y dias de experimento (p=0,07). La temperatura rectal estuvo afectada por los
dias de experimento (p<0,0001).
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Figura 7. Temperatura rectal en relacion a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 8 se presenta la frecuencia ruminal para los dos tratamientos en
relacion a los dias de experimento. Los tratamientos no afectaron la frecuencia
ruminal de los animales (p=0,15). Hubo efecto de la interaccién entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,02) y de los dias de experimento
(p=0,0015).
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Figura 8. Frecuencia ruminal en relacion a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 9 se presenta el peso para los animales de los dos tratamientos. Los
tratamientos no afectaron el peso vivo de los animales (p=0,79), pero estuvo

31



afectado por los dias de experimento (p<0,0001) y por la interaccion entre dias
de experimento y los tratamientos (p=0,02).
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Figura 9. Peso vivo en relacién a los dias del experimento (Dia 0= inicio
experimento).

6.1.2. Enzimas hepaticas y metabolitos

En la Fig. 10 se presenta la concentracion de proteina total (PT) para los dos
tratamientos. Los tratamientos afectaron la concentracién de proteina total
(p<0,0001) pero no hubo efecto de los dias de experimento (p=0,86), ni de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,40). La concentracion
de PT fue mayor en el Tratamiento control (67,9+0,7 g/L) con relacion al
Tratamiento A (62,5+0,7 g/L).
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Figura 10. Concentracion de proteina total en relacion a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).
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En la Fig. 11 se presenta la concentracion de albumina sérica para los dos
tratamientos. Los tratamientos afectaron la concentracion de albumina sérica
(p=0,01), pero no hubo efecto de los dias de experimento (p=0,09), ni de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,13). La concentracion
de albumina fue mayor en el Tratamiento A (34£0,4 g/L) con relacion al control
negativo (33+0,4 g/L).

—4—Tratamiento A —ll=—Control

15 T T T T T \ T T T T T T \ T T T T T T T 1
o 1 2 3 7 10 14 17 21 24 28 31 38 45 52 60 72 80 91 123165

Dias

Figura 11. Concentracion de albumina sérica en relacién a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig. 12 se presenta la concentracion de GGT para los dos tratamientos.
Los tratamientos no afectaron la concentracién de ésta enzima (p=0,64).
Tampoco hubo efecto de los dias de experimento (p=0,51), ni de la interaccién
entre tratamiento y dias de experimento (p=0,99).
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Figura 12. Concentracion de Gamma glutamiltransferasa (GGT) en relacion a
los dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig. 13 se presenta la concentracion de AST para los dos tratamientos.
Los tratamientos no afectaron la concentracion de AST (p=0,26) y no hubo
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efecto de los dias de experimento (p=0,08), ni de la interaccién entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,24).
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Figura 13. Concentracién de Aspartato aminotransferasa (AST) en relacion a
los dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig.14 se presenta la concentracion de Alanina aminotransferasa para los
dos tratamientos. La concentracion de esta enzima tampoco estuvo afectada
por los tratamientos (p=0,44), ni dias de experimento (p=0,09), ni de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,37).
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Figura 14. Concentracion de Alanina aminotransferasa (ALT) en relacion a los
dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig. 15 se presenta la concentracion de FAS para los dos tratamientos.
No hubo efecto de los tratamientos (p=0,25), dias de experimento (p=0,36), ni
de la interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,73).
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Figura 15. Concentracion de fosfatasa alcalina en relacién a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).

6.2. Experimento N°2

6.2.1. Parametros clinicos y peso vivo

En la Fig. 16 se presenta la frecuencia respiratoria para los animales de los dos
tratamientos. Los tratamientos no afectaron la frecuencia respiratoria (p=0,24),
pero sin embargo hubo efecto de los dias de experimento (p=0,02) y de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,04).

—¢—Tratamiento B == Control

~J
(]
1

=]
(]
1

un
(]
1

S
[s]
1

)
o
1

=]
(]
1

=
(]
1

Frecuencia Respiratoria {Resp/Min)
(]

0 3 10 17 24 32 44 52 63 137
Dias

Figura 16. Frecuencia respiratoria en relacion a los dias del experimento (Dia
0= inicio experimento).

En la Fig. 17 se presenta la frecuencia cardiaca para los animales de los dos
tratamientos. Los tratamientos no afectaron la frecuencia cardiaca (p=0,39), ni
tampoco los dias de experimento (p=0,25), ni de la interaccion entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,45).
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Figura 17. Frecuencia cardiaca en relacién a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 18 se presenta la temperatura rectal para los animales de los dos
tratamientos. Los tratamientos no afectaron la temperatura (p=0,17), pero hubo
efecto de los dias de experimento (p=0,002). La interaccién entre tratamiento y
dias de experimento no fue significativa (p=0,20).
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Figura 18. Temperatura rectal en relacion a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 19 se presenta la frecuencia ruminal para los animales de los dos
tratamientos. Los tratamientos no afectaron la frecuencia ruminal (p=0,24), ni
tampoco los dias de experimento (p=0,10), ni hubo interaccién entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,73).
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Figura 19. Frecuencia ruminal en relacion a los dias del experimento (Dia 0=
inicio experimento).

En la Fig. 20 se presenta el peso vivo de los animales en relacion a los dias del
experimento. Los tratamientos no afectaron el peso vivo de los animales
(p=0,28). Hubo en cambio, efecto de los dias de experimento (p<0,0001). La
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,52) no fue
significativa.
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Figura 20. Peso en relacion a los dias del experimento (Dia 0= inicio
experimento).

6.2.2. Enzimas hepaticas y metabolitos

En la Fig. 21 se presenta la concentracion de proteina total para los dos
tratamientos. Los tratamientos afectaron la concentracion de proteina total
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(p=0,0004). En cambio, no hubo efecto de los dias de experimento (p=0,45), ni
de la interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,24) sobre la
concentracién de proteina total. La concentracién de PT fue mayor en el
Tratamiento control (68,5+0,9 g/L) con relacién al Tratamiento B (61,9+£0,9 g/L).
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Figura 21. Concentracion de proteina total en relacion a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig. 22 se presenta la concentracion de la albumina sérica para los
animales de cada tratamiento en relacion a los dias del experimento. Los
tratamientos no afectaron la concentracion de la albumina (p=0,14). Tampoco
hubo efecto de los dias de experimento (p=0,08), ni de la interaccion entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,73).
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Figura 22. Concentracién de Albumina sérica (ALB) en relacién a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).
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En la Fig. 23 se presenta la concentracion de gamma glutamil transpeptidasa
para los dos tratamientos. Esta enzima no estuvo afectada por los tratamientos
(p=0,21), ni por los dias de experimento (p=0,87), ni por la interaccién entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,95).
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Figura 23. Concentracion de Gamma glutamil transferasa (GGT) en relacion a
los dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).

En la Fig. 24 se presenta la concentracion de aspartato aminotransferasa para
los dos tratamientos. Los tratamientos no afectaron la concentracién de GGT
(p=0,25). Ademas, no hubo efecto de los dias de experimento (p=0,69), ni de la
interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,60).
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Figura 24. Concentracion de Aspartato aminotransferasa (AST) en relacion a
los dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).
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Los tratamientos no afectaron la concentracion de ALT (p=0,20) y tampoco
hubo efecto de los dias de experimento (p=0,28), ni de la interaccion entre
tratamiento y dias de experimento (p=0,38).

ALT(UI/L)
= = (3] (%] w w
wul (o] 921 (] w [an] ul

=}

=g=Tratamiento B ==ll=Control

10

17 24 32 44 52

Dias

63

95

137

Figura 25. Concentracion de Alanina aminotransferasa (ALT) en relacion a los
dias del experimento (Dia 0= inicio experimento).

La Fosfatasa alcalina fue otra enzima que no estuvo afectada por los
tratamientos (p=0,80) y tampoco estuvo afectada por los dias de experimento
(p=0,40), ni de la interaccion entre tratamiento y dias de experimento (p=0,60).
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Figura 26. Concentracion de Fosfatasa alcalina en relacion a los dias del
experimento (Dia 0= inicio experimento).
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6.3. Biopsias hepaticas
6.3.1. Experimento N° 1

En la tabla 5 se presentan los resultados del estudio histologico de las biopsias
de higado extraidas de los terneros del experimento. No hubo alteracién ni del
tamanfo ni de la uniformidad de los hepatocitos. Tampoco hubo proliferacion de
ductos ni fibrosis hepatica. En algunas biopsias se evidencié grados leves de
inflamacién compuesta por linfocitos y plasmocitos (Fig. 27) y en otras el
aumento del numero de células de Kupffer.
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Tabla 5. Experimento N°1: hallazgos
animales controles negativos.

histolégicos en biopsias hepaticas de animales intoxicados con Echium plantagineum vy

Prolif. ductos

Dias Ternero Tratamiento Tamano celular Uniformidad celular Fibrosis portal biliares Reaccion inflamatoria
0 3613 A - - - +*1
28 3613 A - - - -
60 3613 A - - - +72
91 3613 A - - - +*2
164 3613 A - - - -
0 3627 A - - - +*1
28 3627 A - - - -
60 3627 A - - - +*1
91 3627 A - - - +*2
164 3627 A - - - +*2
0 3614 Control - - - -
28 3614 Control - - - -
60 3614 Control - - - $72
91 3614 Control - - - -
164 3614 Control - - - 1
0 3623 Control - - - -
28 3623 Control - - - -
60 3623 Control - - - %2
91 3623 Control - - - +*1
164 3623 Control - - - -

Clasificacion: - =normal sin cambios, + =cambios leves, ++= cambios moderados, +++= severos cambios

*1: Infiltrado linfoplasmocitico. *2: Aumento de células de Kupffer.
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6.3.2. Experimento N°2

En la tabla 6 se presentan los resultados del estudio histolégico de las biopsias
de higado extraidas de los terneros del experimento N°2. Al igual que en el
experimento 1, no hubo alteracion ni del tamafio ni de la uniformidad de los
hepatocitos. Ademas no hubo proliferacién de ductos ni fibrosis hepatica. Al
igual que en los animales del Experimento N°1, en algunas biopsias se
evidencio grados leves de inflamacion compuesta por linfocitos y plasmocitos y
en otras aumento del numero de células de Kupffer (Fig. 28).
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Tabla 6. Experimento N°2: hallazgos histolégicos en biopsias hepaticas de animales intoxicados con Echium plantagineum y
animales controles negativos.

, . Tamano . . Fibrosis Prolif. Reaccién
Dias Ternero Tratamiento Uniformidad celular ductos . .
celular portal bil inflamatoria
iliares
0 3629 B - - - - +*1
32 3629 B - - - - +72
63 3629 B - - - - +*1
136 3629 B - - - - -
0 3633 B - - - - $72
32 3633 B - - - - +*1
63 3633 B - - - - $72
136 3633 B - - - - -
0 3614 Control - - - - -
32 3614 Control - - - - $72
63 3614 Control - - - - -
136 3614 Control - - - - +*1
0 3623 Control - - - - -
32 3623 Control - - - - $72
63 3623 Control - - - - +*1
136 3623 Control - - - - 0

Clasificacion: - =normal sin cambios, + =cambios leves, ++= cambios moderados, +++= severos cambios

*1: Infiltrado linfoplasmocitico. *2: Aumento de células de Kupffer.

44



Infiltrado inflamatorio en la region mediozonal en

Figura 27. Higado (10X).

ternero que consumid Echium plantagineum en el Experimento 1.

on periportal en

7

la regi

Infiltrado inflamatorio en
Echium plantagineum en el Experimento 2.

igado (100X).

’

Figura 28. H

(o]

ternero que consumi

45



6.4. Identificacion y cuantificacion de los AP de Echium plantagineum

Los resultados de los alcaloides encontrados en la muestras de la planta del
predio problema y de la EEMAC se presentan en la Tabla 7.

De acuerdo a estos analisis se identificaron 4 alcaloides en todas las muestras
analizadas. Los alcaloides identificados y reportados previamente en Echium
plantaginuem son: 7-angelilretoecina (238), Licopsamina, intermedina + otros
isémeros (300), Echiumina (382) y Echimidina (398).

La estructura quimica de estos alcaloides se presenta en la Fig 29.

OH

QI sy
T

N

intermedine/lycopsamine

OH

OH — H
OH ° o OH
H OH

o]

echiumine echimidine

Figura 29. Estructura quimica de los alcaloides identificados en las muestras de
Echium plantagineum.
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Tabla 7. Concentracion de los AP encontrados en las muestras de Echium plantagineum de distintos origenes.

| | _ Licopsamina, Echiumina  Echimidina  Total de AP
Muestra O/rlgten Qe E. 7-/angeh|1etc;ecma mterme’dlna + otros mglg de mglg de (malg de O%'gl-
plantagineum mg/g de planta seca isdbmeros planta seca  plantaseca  planta seca) xide

mg/g de planta seca

A Predio problema 0,05 1,03 0,10 0,99 2,16 85,1
B Predio problema 0,05 1,21 0,13 1,17 2,56 81,8
C Predio problema 0,06 1,23 0,14 1,25 2,69 86,8
D Predio problema 0,05 1,17 0,17 1,35 2,74 86,2
E Predio problema 0,05 1,19 0,18 1,49 2,92 87,2
F Predio problema 0,06 1,35 0,20 1,54 3,17 87,1
Promedio (muestras A a F) 0,05 1,19 0,15 1,30 2,71 85,7
G EEMAC 0,04 0,59 0,31 1,90 2,84 83,0
H EEMAC 0,05 0,68 0,36 2,15 3,24 78,9
Promedio (muestras G y H) 0,045 0,64 0,33 2,02 3,00 80,9

*mg/g planta seca
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7. DISCUSION

El suministro de la planta E. plantagineum a bovinos no provocd signos
clinicos, ni la muerte de los mismos. En cuanto a los parametros clinicos, se
puede afirmar que en ninguno de los dos experimentos se obtuvieron registros
fuera de los rangos normales, ni alteraciones significativas que no estuviesen
explicadas por el efecto dia de experimento. En cuanto a la frecuencia
respiratoria, hubo algunos registros con valores mayores al rango normal (20-
50 movimientos por minuto) tanto en animales tratados como en los controles,
esto puede explicarse por intensas oscilaciones individuales, excitacion,
movimiento y por la alta temperatura ambiental (Rosenberger, 1977). Este
ultimo factor presenta relacion con los experimentos, ya que se realizaron en
primavera y ese afo las temperaturas oscilaron entre 21 y 27°C (Temperatura
promedio maxima de Setiembre a Noviembre de 2017, Estacion Meteoroldgica
EEMAC). En relacion a la frecuencia cardiaca, ésta se mantuvo dentro de los
rangos normales establecidos (65-120 latidos/min) (Rosenberger, 1977).

La mayoria de los registros de temperatura rectal estuvieron dentro del rango
establecido, aunque se obtuvieron valores fuera del rango, teniendo en cuenta
los valores de referencia 38,5-39,5°C. Esto puede deberse a que pueden
producirse variaciones de hasta 1° C durante el trascurso del dia, con el punto
mas bajo en la mafiana y mas alto en la tarde (Radostits y col., 2002).

La frecuencia ruminal en todos los animales de los experimentos se mantuvo
dentro de los rangos normales establecidos, teniendo en cuenta el valor de
referencia 5-12 contracciones/5 min (Radostits y col, 2002).

En el estudio realizado se determiné que la planta no tuvo efecto sobre la
funcionalidad hepatica. La sintesis proteica no fue alterada, debido a que la
concentracién de proteinas totales y la albumina se mantuvieron dentro del
rango de referencia (Porth y Gaspard, 2015). Los valores de referencia
utilizados para la proteina total fueron 66-80 g/L y para la albumina sérica 30-
37 g/L (Rosenberger, 1977). Segun McGavin y Zachary (2009) para considerar
la hipoalbuminemia como consecuencia de la insuficiencia hepatica, deberia de
tenerse en cuenta la vida media de la albumina sérica, que es de 21 dias en el
caso del bovino. Este hecho puede enmascarar la insuficiencia de la
produccion a nivel hepatico de ésta proteina. Sin embargo, en ambos
experimentos la concentracion de albumina se mantuvo sin variaciones mas
alla de los 21 dias de iniciada la administracion de la planta.

Una de las enzimas analizadas fue la AST, que es una enzima inespecifica de
dafio hepatico, ya que el incremento puede indicar dafio agudo del higado,
musculo cardiaco, esquelético y otros o6rganos (Rosenberger, 1977). Los
valores de referencia para esta enzima, para bovinos, son de 78 a 132 U/L
(Radostits y col., 2007). En los dos experimentos se encontraron valores dentro
del rango de referencia establecido. La ALT, tiene como valor de referencia de
11 a 40 U/L (Radostits y col., 2007) y el aumento de ésta se debe a dafio del
musculo cardiaco y esquelético, asi como a necrosis del hepatocito grave
(Rosenberger, 1977). Generalmente cuando existe dafo hepatico, ambas

48



enzimas (AST y ALT) se encuentran elevadas (Porth y Gaspard, 2015), hecho
que en estos dos experimentos no fue registrado.

La concentracion de la enzima GGT en suero se mantuvo dentro del rango de
referencia (6,1-17,4 U/L) (Radostits y col., 2007) en la mayoria de las muestras
analizadas, a pesar de que el promedio para los tratamientos A y B, asi como
de los controles negativos, estuvo por encima entre 1-2 unidades. Al haber
obtenido valores relativamente normales, se puede decir que no hubo dafo
hepatico, principalmente en lo referido a la excrecion biliar (Rosenberger, 1977,
Porth y Gaspard, 2015).

La concentraciéon de FAS es principalmente de origen 6seo y suele estar
aumentada en animales jévenes y prefados, y todo proceso patolégico que
curse con actividad osteoblastica aumentada, como por ejemplo raquitismo o
tumores 6seos (Radostits y col, 2007). Los resultados de los valores séricos de
FAS en los terneros de los experimentos estuvieron dentro del rango de
referencia (0-500 U/L), (Radostits y col., 2007).

Los resultados de las enzimas hepaticas son consistentes con los hallazgos
clinicos y patologicos, debido a que no existid ni signos clinicos de falla
hepatica cronica, ni lesiones histologicas en las biopsias hepaticas que
indicaran dafio en érgano. Es importante destacar que dicha conclusion se
realiza en base a que los animales fueron monitoreados luego del consumo de
la planta por un tiempo prudencial (165 y 137 dias respectivamente 1° y 2°
experimento) de manera de detectar el posible dafio crénico.

Respecto a la determinacién de las enzimas hepaticas, en este trabajo se tomé
la precaucién de realizar un muestreo de sangre con una frecuencia semanal
de manera de detectar cambios que ocurrieran por corto periodo de tiempo.
Esto es importante debido a que la utilizacién de las enzimas hepaticas para
evaluar dano cronico en éste 6rgano, debe hacerse con cautela debido a que
en los trabajos donde se han utilizado, se ha demostrado que el incremento de
las enzimas precede a la aparicibn de dafo histolégico o es transitorio,
disminuyendo a los pocos dias. Esto se ha observado, principalmente en casos
de la intoxicacién por Senecio spp. (Giaretta y col. 2014, Craig y col. 1991). En
el trabajo reportado por Preliasco y col. (2017) las enzimas FAS, AST y GGT se
incrementaron considerablemente a los 14 dias del suministro de Senecio
grisebachii y se mantuvieron elevados hasta el dia 21 y 28.

Tomando como referencia los aportes de Tokarnia y col., (2000), los principales
hallazgos, asociados a la lesidén hepatica crénica inducida por E. plantagineum,
deberian de haber sido lesiones de fibrosis y megalocitosis. Los resultados del
estudio histologico de las biopsias de higado extraidas en los terneros de los
experimentos, mostraron que no hubo alteracion ni del tamafio, ni de la
uniformidad de los hepatocitos. Tampoco hubo proliferacién de ductos, ni
fibrosis hepatica. En algunas biopsias se evidencié grados leves de inflamacién
compuesta por linfocitos y plasmocitos, y en otras, aumento del numero de
células de Kupffer. Estos focos de inflamacién encontrados en las biopsias,
tanto de animales tratados como en los controles negativos, pueden estar
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relacionados a la funcion propia del higado, de defensa frente a los agentes
bacterianos que ingresan desde el sistema porta (McGavin y Zachary, 2009).

Teniendo en cuenta los antecedentes reportados de la reproduccién
experimental de intoxicacion por E. plantagineum, en ninguno de los trabajos
se determind la concentracion y tipos de AP de las plantas utilizadas. Los
alcaloides que se han identificado en las plantas fueron 7: angelilretoecina,
licosamina, intermedina, echiumina y echimidina. Estos alcaloides han sido
reportados en otros trabajos en especies de E. plantagineum (Weston y col.,
2013). No existen antecedentes donde se haya intentado realizar la
reproduccién experimental y se conozca la concentracion y tipo de alcaloides,
lo que no permite saber si esto puede ser un factor determinante para el caso
de la intoxicacion por esta planta. Sin embargo, se conocen trabajos con
diversas especies de Senecio spp. déonde se ha determinado la concentracién
de alcaloides pirrolizidinicos totales y el tipo de alcaloides. En este sentido, en
el trabajo reportado por Preliasco y col. (2017) con Senecio grisebachii, donde
se logroé reproducir la enfermedad a dosis de 15, 24 y 45 g/kg de peso vivo de
planta seca, la concentracion total de alcaloides pirrolizidinicos fue de 3,76
mg/g de planta seca, pero el tipo de alcaloide fue distinto (senecionina,
seneciofilina y retrosina). En otro trabajo nacional, Garcia y col. (2018) reportan
concentraciones superiores de alcaloides pirrolizidinicos totales para Senecio
brasiliensis (17,617,8 mg/g de planta seca) y para S. oxyfiulus (6,2+3,9 mg/g de
planta seca). Otras especies de Senecio (selloi y madagascariensis)
presentaron concentraciones menores (1,8+1,3 y 0,6+£0,2 mg/g de planta seca,
respectivamente). Teniendo en cuenta estos resultados reportados y los de
este ensayo, es probable que mas alla de la concentracién total de alcaloides,
sea relevante para la fisiopatologia de estas intoxicaciones, el tipo de alcaloide
presente en las distintas especies de Senecio spp y de Echium spp.

Con relacién a los efectos de los alcaloides, los trabajos se han desarrollado
principalmente en animales de laboratorio (monogastricos, aves y ratones) para
determinar limites de deteccion y efectos toxicos, principalmente efectos
carcinogeénicos. En el trabajo reportado por Stegelmeier y col. (2016) se revisan
diversos trabajos donde se han establecidos dosis téxicas, pero se plantea la
dificultad de la realizacién de estos experimentos debido a que debe aislarse
cada alcaloide para probar su toxicidad. Sin embargo, se presenta un ranking
de los distintos alcaloides y sus efectos toxicos. En relacion a los alcaloides
determinados en este trabajo, intermedina y licopsamina fueron considerados
de baja toxicidad para pollos, pero sin embargo seneciofilina y senecionina
fueron considerados de alta toxicidad. Por lo tanto, esto puede explicar por qué
el Senecio spp. en Uruguay es una de las principales plantas téxicas del pais
(Buroni, 2014; Garcia y col, 2018) y en cambio E. plantagineum presenta
escasos reportes.

Otro aspecto a considerar es que la sola presencia de los alcaloides en la
planta no determina que la misma sea téxica para los bovinos. Esto es debido a
que los rumiantes tienen una ventaja respecto a especies monogasticas en
relacion a la metabolizacién de los alcaloides. Para los rumiantes, la actividad
de los microorganismos del rumen permite la metabolizacion de los AP, lo que
los hace mas resistentes con relacién a las especies monogastricas. Estas
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consideraciones proporcionan una explicacién al hecho de que la toxicidad de
los AP es diferente, en diferentes especies e individuos. Por ejemplo, mientras
que los caballos son muy sensibles a la intoxicacion por AP, las ovejas, las
cabras y el ganado son mas resistentes y toleran dosis de AP mas altas
(Wiedenfeld y Edgar., 2011).

Como se ha demostrado en muchos experimentos, la via metabdlica de la
intoxicacién y detoxificacion de AP parece ser la misma en todos los animales y
también en humanos (IPCS 1989), se puede suponer que las tasas relativas de
activacion de AP y desintoxicacion de AP en las diferentes especies y en
diferentes individuos determina las diferentes susceptibilidades a la intoxicacion
por AP (Wiedenfeld y Edgar, 2011). Los rumiantes muestran proceso de
detoxificacion muy efectivo, debido a que contienen en el rumen,
microorganismos que por hidrogendlisis, escinden el enlace de éster de C9 de
los AP para liberar los acidos necicos y producir metabolitos de 1-metileno
pirrolizidina, que no son toxicos (Lanigan y Smith, 1970; Lanigan,1971).
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8. CONCLUSIONES

e En el presente trabajo no se logré reproducir la intoxicacién por E.
plantagineum en bovinos cuando se utilizaron dosis de 14 y 14,3 g de planta
seca por kilogramo de peso vivo.

e En las plantas de E. plantagineum utilizadas en la reproduccién
experimental se identificaron los alcaloides pirrolizidinicos 7-angelilretoecina,
licopsamina, intermedina, echiumina y echimidina.

e El tipo de alcaloides que contiene E. plantagineum, la concentracion total
de alcaloides, la dosis total que los animales consumieron y la metabolizacién
de los mismos en el rumen son factores que pueden explicar por qué la planta
no resulté téxica para los bovinos de estos experimentos.
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