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RESUMEN

La intoxicacion por consumo de especies del género Senecio es una de las mas
frecuentes en animales de produccion. Es la principal causa tdéxica de muerte en
bovinos en la region Este de Uruguay, con un crecimiento exponencial en los Ultimos
afios e identificacion de especies de Senecio no registradas como toxicas al
momento. La presente tesis confirma la toxicidad de la especie S. oxyphyllus en
bovinos. Para ello se realizé un ensayo experimental en dos terneros Holando, uno
tratado, al que se le administré una dosis oral de 4 g de MS por kg/PV por dia y un
animal control. Previa identificacion de la especie vegetal S. oxyphyllus, recoleccion
y secado para administracion y estudio de alcaloides pirrolizidinicos. El alcaloide
principal resulté retrorsina con una concentracion total media de 2.6 mg/g. El ensayo
duro 24 dias, durante los cuales se realizé inspeccion clinica y control de parametros
clinicos, observando apatia, desmejoramiento progresivo y diarrea intermitente. Los
valores séricos de fosfatasa alcalina y gamma-glutamil-transferasa, que determinan
funcionalidad hepatica, se vieron alterados a partir del dia 13 con un aumento
progresivo. Al dia 24 se realizo la eutanasia in extremis encontrando ascitis, edema
de mesenterios, reticulado blanco discreto en parénquima hepatico.
Microscopicamente se observo leve megalocitosis, marcada fibrosis centrolobulillar,
fibrosis portal conectiva leve y proliferacion ductal. Mediante inmunohistoquimica se
observé inmunomarcacion positiva, células cuboidales dispuestas en tubulos de
diferente calibre en espacio porta confirmando origen ductal. Estos hallazgos

confirman la toxicidad de S. oxyphyllus en bovinos.



SUMMARY

Intoxication due to consumption of species of the Senecio genus accounts for one of
the most frequent plant-related poisonings in production animals. It is the main toxic
cause of death in cattle in the eastern region of Uruguay, with an exponential growth
in recent years and identification of species not registered as toxic at the time such
as S. oxyphyllus. This thesis confirms the toxicity of the species S. oxyphyllus in
cattle. An experimental assay was carried out on a Holando calf (treated animal)
administering an oral dose of 4 g of DM per kg / pv per day, and a control animal.
Previously, identification of the plant species S. oxyphyllus, collection and drying for
administration and study of pyrrolizidine alkaloids were carried out. The main alkaloid
was retrorsine with a mean total concentration of 2.6 mg / g. The trial lasted 24 days,
during which clinical inspection and control of clinical parameters was performed,
observing apathy, progressive deterioration and intermittent diarrhea. The serum
values of phosphatase and gamma-glutamyltransferase, which determine liver
function, were altered starting on day 13 with a progressive increase. On the 24th
day, euthanasia was performed in extremis, finding ascites, mesentery edema,
discrete white reticulum in hepatic parenchyma. Microscopically, mild megalocytosis,
marked centrilobular fibrosis, mild connective portal fibrosis, and ductal proliferation
were observed. Immuno histochemistry showed positive immunostaining of cuboidal
cells arranged in tubules in portal space confirming ductal origin. The study confirms

S. oxyphyllus toxicity in cattle.



INTRODUCCION

El género Senecio (Asteraceae) estd integrado por mas de 1500 especies
distribuidas mundialmente, principalmente en Sud América y Sud Africa (Langel y
col.,, 2011; Yang y col.,, 2011). Las plantas del género se caracterizan por la
presencia de alcaloides pirrolizidinicos (AP) de conocido efecto hepatotdxico cronico
letal. Afectan bovinos, equinos y ovinos, entre otras especies, con diferencias
significativas de susceptibilidad (Stegelmeier, 2011). También se reportan episodios
esporadicos en humanos (Prakash y col., 1999). A nivel regional, en Uruguay,
Argentina y Sur de Brasil, su consumo resulta el principal diagnéstico de
intoxicacion. Es por eso que se considera de importancia econémica, ya que son
responsables de hasta el 50% de las muertes en bovinos por causas téxicas (Riet-
Correa y Medeiros, 2001; Rissi y col., 2007).

Los AP son metabolitos secundarios de las plantas, no toxicos por si mismos,
requiriendo su bioactivacion a pirroles reactivos por enzimas microsomales
(citocromomono-oxigenasas P450). Esta transformacion ocurre principalmente en el
higado, resultando el principal 6rgano afectado (Prakash y col., 1999; Stegelmeier,
2011). Los pirroles tienen efecto antimitético al inhibir la sintesis de ADN y de la
mitosis de los hepatocitos y ademas presentan efecto citotoxico (Cullen y Stalker,
2016). Existen mas de 660 AP identificados con una gran diversidad de tipos y de
concentraciones que varian intra- e inter-especies vegetales (Langel y col., 2011;
Stegelmeier, 2011).

Debido a la baja palatabilidad de las plantas de Senecio, los episodios de
intoxicacion en bovinos de pastoreo se presentan en periodos de baja disponibilidad
forrajera, principalmente en invierno y/o por altas cargas animales en potreros
infestados con la planta (Riet Correa y col., 1993). La enfermedad en bovinos es de
presentacion cronica, ocurriendo semanas a meses después del consumo
progresivo de la planta (Méndez y col., 1990; Riet- Correa y col., 1993; Cullen y
Stalker, 2016).Los signos clinicos son variables, caracterizandose por
adelgazamiento progresivo, diarrea intermitente, tenesmo y signos neuroldgicos con
disminucién del sensorio o agresividad marcada (Wouters y col., 2013). Raramente
se observa fotosensibilizacién con ictericia y desprendimiento de piel en areas no
pigmentadas (Giaretta y col., 2014).

Macroscopicamente, el higado se caracteriza por fibrosis con numerosos

nodulos de regeneracion, evidenciando consistencia firme al tacto (Grecco y col.,
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2010). El parénquima presenta distintos patrones de color segun distribucion de la
fibrosis con un reticulado blanco; y segun eficiencia del drenaje biliar con cambios de
coloracion desde amarillenta, verde o marron (Grecco y col., 2010; Cullen y Stalker,
2016). En cavidad abdominal se observa edema de mesenterio y ascitis, y multiples
poélipos serosos en la mucosa de la vesicula biliar (Riet-Correa y col., 2001; Grecco y
col., 2010). Microscépicamente el higado presenta las lesiones caracteristicas de
una intoxicacién por AP con hepatomegalocitosis, fibrosis difusa y proliferacion biliar
(Cullen y Stalker, 2016). Estos cambios hepaticos son progresivos dados por el
efecto acumulativo de los AP, e irreversibles de evolucion generalmente letal
(Stegelmeier, 2011; Cullen y Stalker, 2016).

En Uruguay es la principal planta téxica de la Regién Este (Garcia y col.,
2018) como asi también de la region oeste (Rivero R, com. pers, 2017). Hasta el
momento se identificaron 25 especies de Senecio, de las cuales se registraron como
toxicas las siguientes: S. selloi, S. madagascariensis, S. heterotrichuis, S. brasilensis
y S. grisebachii (Dutra y col., 2011; Dutra y col., 2015; Preliasco y col., 2017).

En datos registrados por DILAVE Regional Este (1990-2016), resulta una de
las principales patologias en sistemas extensivos de cria, y la principal causa toxica
(Dutra y col., 2015; Garcia y col.,, 2016). La enfermedad tuvo un crecimiento
exponencial a partir del 2010, con una disposicion espacio-temporal significativa en
seccionales de departamentos vecinos a la frontera con Brasil (Dutra y col., 2015;
Garcia y col., 2018). Esto se ha asociado a una disminucion de la poblacion ovina en
los sistemas ganaderos de la zona y a la aparicion de especies de Senecio que eran
poco prevalentes o inexistentes (Dutra y col., 2015; Dutra y col., 2016). En brotes
ocurridos entre 2015 y 2016 se identific6 una nueva especie en la zona como S.
oxyphyllus, con presencia en 23 de 28 predios ganaderos visitados asociados a

intoxicacion por Seneciosis bovina (Dutra y col., 2016; Garcia y col., 2018)
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El género Senecio se encuentra dentro de la familia de las plantas
compuestas (Compositae) y esta integrado por mas de 1500 especies distribuidas
mundialmente, principalmente en Sud América y Sud Africa (Pelser y col., 2007;
Monroy y Preliasco, 2008; Yang y col., 2011).Su consumo es reconocido como la
intoxicacion asociada a plantas mas frecuente en animales de produccion
(Stegelmeier, 1999; Lucena y col., 2010). La intoxicacion se presenta en especies
vegetales que contienen alcaloides pirrolizidinicos (AP), los cuales actlan como
guimicos de defensa, siendo compuestos anti-herbivoros (Mattocks, 1986; Hartmann
y Witte, 1995; Boppre, 2011).Estos AP, de gran variedad intra- e inter-especies, son
bien conocidos por su efecto hepatotoxico cronico, letal, afectando principalmente
bovinos y equinos, entre otras especies, existiendo diferencias significativas de
susceptibilidad (Stegelmeier, 2011; Boppre, 2011). También existen reportes
esporadicos de intoxicacion en humanos (Prakash y col., 1999).

A nivel regional, en Uruguay, Argentina y sur de Brasil, el consumo de
Senecio spp es la principal causa de intoxicacion en bovinos a pastoreo, siendo
responsable de hasta el 50% de las muertes por plantas toxicas, generando grandes
pérdidas econdmicas (Riet-Correa y Medeiros, 2001; Rissi y col., 2007; Garcia y col,
2018).

Seneciosis en laregion Este de Uruguay

En Uruguay, segun datos registrados por 30 afios por DILAVE Regional Este
la intoxicacion por consumo de Senecio es una de las principales patologias en
sistemas extensivos de cria -solo superada por la Tristeza parasitaria-, y la mas
importante de las etiologias toxicas alcanzando el 25% de las causas de este origen
(Dutra y col., 2015; Garcia y col., 2016). También es la principal planta toxica de la
region litoral Oeste (Rivero R, com. pers, 2017).

La Regién Este de Uruguay comprende el 38,3% de la poblacion bovina del
pais cuya principal actividad es ganadera extensiva para produccién de carne,
predominando los pastizales naturales, con mas de 4.300.000 millones de bovinos
de carne. De aqui que su principal actividad sea ganadera de tipo extensivo, donde
predominan los pastizales naturales con gran diversidad de especies vegetales
(Més, 1978; Brazeiro y col.,, 2012), por lo que los animales se encuentran en

continua exposicién a posibles plantas téxicas. En la region, la intoxicacion por
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Senecio spp. ha crecido exponencialmente en los dltimos 10 afios, siendo que de 91
focos de seneciosis registrados en bovinos en la Base de Datos 33 del DILAVE
Regional Este entre 1988 y 2016 (28 afios), el 76% de los mismos ocurrieron entre el
2010 y el 2016 (Dutra y col., 2017). Hasta el afio 2007 aproximadamente, la
seneciosis en el Este se presentaba como una intoxicacion esporadica, en la cual la
especie S. selloi era la causa predominante, con algunos focos por S. brasiliensis en
las serranias de la Cuchilla Grande (Dutra y col., 2010).El aumento significativo de la
seneciosis, a partir del 2010 se ha presentado en departamentos en estrecho
contacto con la frontera de Brasil (Dutra y col., 2017; Garcia y col., 2018). Se
identificaron 2 clusteres de significancia, involucrando un clister de la 52 seccional
policial de Cerro Largo, y el otro cluster la 112 y 142 seccional policial de Cerro
Largo, todas vecinas con la frontera de Brasil (Dutra y col., 2015).Esto mostré un
descenso espacio-temporal (Norte-Sur) de los clusteres con punto de partida la
frontera con Brasil (Garcia y col., 2018). Esta emergencia de la seneciosis se asocio
a la posible invasion de plantas desde Brasil, disminucion del stock ovino y a la
aparicion y/o expansion de especies de Senecio que anteriormente eran poco
prevalentes o inexistentes (Dutra y col., 2016; Garcia y col., 2018). Al momento, en
la region Este, se identificaron las siguientes especies: S. brasiliensis, S.
madagascariensis, S. selloi y S. oxyphyllus (Garcia y col., 2018). Particularmente la
alta densidad, la rapida dinAmica de expansion y relativa alta toxicidad de la especie
S. oxyphyllus, sugiere ser la principal involucrada en los brotes de seneciosis bovina
en la region (Garcia y col., 2018). Esta especie ha sido identificada hace mas de 25
afios en Rio Grande del Sur, Brasil, aunque es caracterizada como de baja toxicidad
y presencia, de poca importancia epidemioldgica sanitaria (Driemeier y col., 1992;
Karam y col., 2004).Los focos de seneciosis se presentan durante todo el afio con
una marcada estacionalidad entre los meses de septiembre y noviembre (Dutra y
col., 2017).Esta estacionalidad se da por el consumo de la planta en invierno cuando
es el unico forraje verde disponible y por el periodo de incubacién de 1 a 2 meses
(Méndez y col., 1990; Bersane y col., 2008; Preliasco y col., 2017).En cuanto a la
edad, la mayoria de los focos ocurren en bovinos adultos, mayores a 2 afios,
generalmente vacas de cria, debido a su mayor estadia en los predios con mayor
exposicibn a la planta, debido a la caracteristica acumulativa-cronica de la

intoxicacion por AP (Cullen y Stalker, 2016).
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Clasificacion botanica de Senecio oxyphyllus DC

Hierba anual bianual perenne, de aproximadamente 50 cm de alto,
cortamente glanduloso pubescentes con tallos costados, erectos, ramificados en la
base, densamente hojosos en la parte inferior y laxamente en la superior. Hojas
alternas, sésiles, las inferiores lanceoladas, de 6 a 10 cm de largo, atenuadas en
pseudopeciolo, agudas en el apice, aserradas y algo revolutas en el margen,
glabrescentes en la cara superior y densamente griseo-tomentosas en la inferior;
mientras las hojas superiores linear-lanceoladas, auriculadas en la base, atenuadas
en el apice, aserradas y notablemente revolutas en el margen. Capitulos radiados,
numerosos, dispuestos en cimas corimbiformes laxas; pedunculos glanduloso-
pubescentes de hasta 5 cm de largo. Flores con corolas amarillas, liguladas o
tubulosas, ligula oblonga, de 10-15 mm de largo. Aquenios cilindroides, costados,

glabros. Papus blanco (Fig. 1) (Freire y col., 2015)

Figura 1. Senecio Oxyphyllus. A. Rama florifera. B. Hoja superior. C. Capitulo.

D. Flor del margen. E. Flor del centro. (Adaptado de Freire y col., 2015).

Alcaloides pirrolizidinicos y su mecanismo de accién

Los AP son metabolitos secundarios de las plantas (fitoquimicos) que actdan
como quimicos de defensa antiherbivoria (Mattocks, 1986; Boppre, 2011).Hay
aproximadamente 660 estructuras quimicas de APen alrededor de 6.000 especies
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de plantas de diversos géneros y familias (Culvenor, 1980). Los géneros se
encuentran dentro de las familias Asteraceae, Boraginaceae y Fabaceae,
principalmente, con una distribucion mundial en casi todos los ecosistemas
existentes (Hartmann y Dierich, 1998; Boppre, 2011).Consisten de ésteres con una
base de necina (alcohol amino) y un &cido nécico con una estructura central de 2
anillos de 5 miembros fusionados que comparten un a&tomo de nitrégeno en la
posicién 4 (Mattocks, 1986; Crews y col., 2010). Segun la estructura de la base de
necina (esqueleto béasico) existen principalmente 4 grupos de AP: retronecina,
heliotridina, otonecina y platynecina (Fu y col., 2004). Los AP del grupo retronecina,
heliotridina y otonecina contienen una base de necina insaturada siendo altamente
toxicos, mientras los de tipo platynecina con base de necina saturada no son toxicos
(Boppre, 2011; Yang y col., 2011; Zhu y col., 2015). Segun el tipo de esterificacion
se diferencian 3 clases: monoesteres, diesteres no ciclicos y diesteresmacrociclicos
(Hartmann y Witte, 1995; Gottschalk y col., 2015). Los diesteresmacrociclicos son
los ésteres mas toxicos (Cheeke, 1988). El tipo senecionina macrociclico es la
principal de la tribu Senecioneae (Hartmann y Dierich, 1998). Estos comprenden
mas de 100 estructuras dentro de la tribu, siendo las principales especies asignadas
las del género Senecio (Pelser y col., 2005; Yang y col., 2011). A partir de la
senecionina se generan la mayoria de los AP derivados como integerrimina,
retrorsina, usaramina, erucifolina, senecifilina y jacobina (Yaber y col., 2009).

Estos compuestos no son téxicos por si mismos, requiriendo de bioactivacion
por enzimas microsomales (citocromo mono-oxigenasas P450), principalmente en
higado, para formar pirroles reactivos in situ (McLean, 1970, Prakash y col., 1999).
Tras ingestion de la planta, en rumen e intestino los AP son reducidos y absorbidos
via vena porta al higado, ocurriendo la bioactivacion y generando los metabolitos
reactivos (Prakash y col., 1999; Stegelmeier, 2011). Los pirroles formados poseen
efecto hepatotoxico actuando quimicamente como agentes electrofilicos que
reaccionan con sustancias celulares de caracter nucleofilico, principalmente
formando aductos con acidos nucleicos, amino acidos y proteinas, resultando en
dafio citotoxico y antimitético, con disfuncion y necrosis celular (Mattocks, 1986;
Stegelmeier, 2011; Burrow y Tyrl, 2013).En el Cuadro 1 se enumeran los principales
alcaloides encontrados segun especie de Senecio en la region, asociados a

seneciosis en bovinos.
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Los AP tienen grandes variaciones asociadas a su estructura genética y a
factores ambientales como condiciones de estrés, sequias, condiciones del suelo,
altas temperaturas e interaccion con herbivoros (Kirk y col., 2010; Johnson y col.,
1985; Tokarnia y col., 2000; Karam y col., 2004).La variacion inter-especies
determina la diversidad de perfiles de AP de tal manera que el conjunto de AP
dentro de una especie de planta es generalmente Unico (Pelser y col., 2005; Kirk y
col.,, 2010).Los componentes de la variacion intra-especie del metabolismo
secundario de las plantas estan bajo cierto control genético, con perfiles AP especie
especificos (Zangerl y Berenbaum, 1990; Berenbaum y Zangerl, 1992; Vrieling y col.,
1993; Van Dam y Vrieling, 1994; Hartmann y Dierich, 1998). Esto genera similitud en
perfiles de AP en las especies, aunque ante distintas condiciones, bibticas y/o
abioticas puede generar variacion en tipo y concentracion de AP (Castells y col.,
2014). Esto puede resultar en diversidad de perfiles de AP con distintos genotipos
mostrando diferente respuesta (Van Dam y Vrieling, 1994; Kirk y col., 2010; Cheng y
col., 2011). A pesar de la variacion con multiples tipos de AP presentes en una
planta, uno de esos tipos es dominante respecto a concentracion, siendo especifico
de especie (Macel y col., 2004; Langel y col., 2011; Garcia y col., 2017).

Garcia y col. (2018) registro a S. brasiliensis con la mayor concentracion total
de AP, seguido por S. oxyphyllus, mientras no hubo diferencias entre S.
madagascariensis y S. selloi de baja toxicidad. En trabajos en Hawaii y Brasil la
concentracion de AP en S. madagascariensis vario entre rangos de 0.22 a 1.99 mg/g
MS (Gardner y col., 2006) y de 0.50 a 4.0 mg/g MS (Stigger y col.,, 2014)
respectivamente. (Karam y col., 2004) report6 variaciones en la concentracion total
de AP para S. brasiliensis (1.7 a 2.5 mg/g MS), S. oxyphyllus (0.25 a 1.96 mg/g MS)
y S. selloi (0.08 a 0.21 mg/g MS). La alta variacion en la concentracion de AP esta
bien documentada, y se ha atribuido a etapas de crecimiento de la planta, estacion
del afio como asi también a condiciones ambientales (Karam y col., 2004; Grecco y
col. 2010; Langel, 2011; Castells y col., 2014).
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Cuadro 1. Principales alcaloides pirrolizidinicos en especies de Senecio asociados a

seneciosis en bovinos en la region.

Especie de Alcaloide pirrolizidinicos  Pais Referencia
Senecio
S. brasiliensis Retrorsina, Brasil Méndez y col., 1990

intergerrimina

S. selloi Retrorsina, senecionina  Brasil Méndez y col., 1990
S. Retrorsina, Uruguay Arréspide 'y col.,
madagascariensis intergerrimina, 2010

senecionina
S. oxyphyllus Retrosina Brasil Liddell y col., 1992
S. heterotrichus Retrorsina, Brasil Méndez y col., 1990

intergerrimina
S. grissebachii Seneciophylline, Uruguay Preliasco y col.,

Senecionine, retrorsine 2017

INTOXICACION POR Senecio EN BOVINOS
Epidemiologia

El efecto hepatotoxico de los AP por consumo de Senecio spp. asociado a
mortandades en bovinos es bien conocido, caracterizandose por dafio progresivo e
irreversible de los hepatocitos (Riet-Correa, 1993; Stegelmeier, 2011; Wiedenfeld,
2011).Los bovinos poseen susceptibilidad intermedia junto a los equinos, mientras
suinos y aves son las especies mas susceptibles, los ovinos y caprinos son los
menos susceptibles (Stegelmeier, 2011; Cullen y Stalker, 2016).

Las especies de Senecio son poco palatables, siendo consumidas bajo
determinadas condiciones, principalmente en el periodo invernal, cuando la mayoria
de las especies estan en brotacion. Es en ese momento que presentan alta
concentracion de AP y la disponibilidad de forraje esta disminuida (Riet-Correa,
1993). Otra condicion es la alta carga animal en potreros con alta infestacion de la
especie vegetal (Karam y col., 2011; Garcia y col., 2018).A su vez la toxicidad de
cada especie esta dada por el perfil de AP que varia inter- e intraespecies, y entre

regiones y afios segun condiciones ambientales (Habermehl y col., 1988, Méndez y
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col., 1990, Hartman y Dierich, 1998; Tokarnia y col., 2000; Boppre 2011; Garcia y
col. 2018).

La morbilidad en bovinos varia entre 1% y 30%, con una la letalidad cercana
al 100% (Karam y col., 2011; Dutra y col., 2017; Krabbe y col., 2017). Las categorias
animales jovenes son mas susceptibles, aunque los adultos resultan afectados con
mayor frecuencia al permanecer mayor tiempo en los establecimientos,
consumiendo mayor cantidad de Senecio (Karam y col., 2004; Panziera y col.,
2017). A su vez, los machos son mas susceptibles que las hembras, asociado a
mayor actividad de enzimas que activan los AP en el higado (Karam y col., 2004).
Otros factores como situaciones estresantes con mayor demanda fisiol6gica como
paricion, transporte, entre otras, pueden desencadenar la intoxicacion latente
(Karamy col., 2011).

Los factores ambientales como frio excesivo en invierno o déficit hidrico en el
verano y formas inadecuadas de manejo como fuego y carga animal excesiva
(Crawshaw y col., 2007, Overbeck y col., 2007).Un pastoreo pesado en invierno, o
en época de alta precipitacion, contribuye a la disminucion de la capa de cobertura
vegetal, aumentando la incidencia de luz en el suelo y, consecuentemente, la
temperatura, lo que favorece la germinacion de las semillas alli presentes
(Thompson y col., 1977, Coombs y col., 1991, Beskow, 1995).

La ingestion puede también ser accidental a través de heno, silaje y granos
contaminados ya que mantiene la toxicidad, con una pérdida de hasta el 30% del
contenido de alcaloides en silajes (Peterson y Culvenor, 1983, Méndez 1993;
Coombs y col., 1997, Radostits y col., 2002; Boppre, 2011).

Hay 3 presentaciones clinico—patoldgicos: una forma aguda tras ingesta
masiva de grandes cantidades de alcaloides en una dosis, poco frecuente debido a
su baja palatabilidad; la exposicion repetitiva o en fases a los AP en dosis bajas
(generalmente estacional), de caracter cronico, con atrofia hepética y formacion de
nodulos de regeneracién, siendo la presentacion mas comun en bovinos a pastoreo;
y la exposicion prolongada exclusivamente a plantas del género Heliotropium dando
un higado firme, fibrético, atréfico, sin ndédulos de regeneracion (Cullen y Stalker,
2016).

Signos clinicos
Los signos clinicos en bovinos se presentan tras el consumo de mas del 5%

del peso vivo en un periodo de semanas (Stegelmeier, 2011).Los animales
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afectados presentan principalmente falta de apetito, apatia, con o sin diarrea,
tenesmo y pérdida progresiva de peso (Riet-Correa y col., 2009; Wiedenfeld, 2011).
En fases terminales se caracteriza por signos neurolégicos de depresion o
hiperexcitabilidad, incoordinacion y agresién (Wouters y col., 2013; Giaretta y col.,
2014). Otros signos poco frecuentes son fotosensibilizacion (Giaretta y col., 2014;
Panziera y col., 2017).

Los animales intoxicados se caracterizan por niveles elevados séricos de
aspartato amino-transferasa y gamma-glutamiltransferasa (GGT), los cuales indican
dafio hepatocelular y colestasis o hiperplasia biliar, respectivamente (Bain, 2011). La
determinacion de GGT, es una enzima inducida, siendo el mejor parametro por
mantenerse elevado durante el transcurso de la enfermedad (Giaretta y col., 2014,
Panziera y col., 2017).

Lesiones macroscopicas

Macroscopicamente el higado presenta patrones morfologicos variables
dependiendo de la evolucion y dosis ingerida, siempre encontrandose firme al tacto
o corte del oérgano (Riet-Correa y col., 2009; Grecco y col., 2010, Cullen y Stalker,
2016). Se caracteriza por fibrosis difusa y nédulos hiperplasicos en parénquima, de
coloracion y tamafo variable, y distorsion de la arquitectura normal del higado
(Grecco y col., 2010). La presencia de un reticulado fibroso puede ser desde discreto
o marcado con patron marmolado (Grecco y col., 2010). También se puede volver
atrofico ya que la pérdida de hepatocitos es mas rapida que su reemplazo (Cullen y
Stalker, 2016; Preliasco y col., 2017). La coloracion del parénquima varia con
patrones desde amarrillo, hasta verde y marrén, dependiendo de la eficiencia del
drenaje biliar de los lobulillos hepaticos afectados (Cullen y Stalker, 2016; Panziera y
col., 2017). A su vez, la fibrosis hepatica puede causar hipertension portal con ascitis
y severo edema de mesenterios (Cullen y Stalker, 2016). Raramente se observa
ictericia y fotosensibilizacion (Riet-Correa, 1993; Giaretta y col., 2014; Panziera y
col., 2017). Un hallazgo frecuente es el edema de la pared de la vesicula biliar, en
algunos casos con multiples ndédulos de 2-3 mm en la mucosa (Riet-Correa y col.,
1993; Riet-Correa y col., 2009; Dutra y col., 2016).

Lesiones microscopicas

Histol6gicamente las lesiones en higado caracteristicas de la intoxicacion por

AP son la presencia de megalocitosis, fibrosis difusa y proliferacién de células de los

conductos biliares (Grecco y col., 2010; Riet-Correa y col., 2009). La pérdida de
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hepatocitos se compensa por distintos grados de megalocitosis y regeneracion de
hepatocitos normales menos inhibidos que forman nédulos de regeneracion (Riet-
Correa y col., 2009; Cullen y Stalker, 2016). Al mismo tiempo ocurre la reaccion
ductal en las triadas portales como respuesta al estimulo regenerativo cuando la
masa hepatica es inadecuada (Cullen y Stalker, 2016). La fibroplasia en el bovino es
marcada, siendo que el tejido fibroso puede infiltrar a través de los sinusoides
separando los hepatocitos en pequefios grupos o individualmente (Grecco y col.,
2010; Cullen y Stalker, 2016). En algunos casos puede ocurrir el patrén de fibrosis
“veno-oclusiva” mas comun en humanos, con fibrosis y obliteracién de las vénulas
hepaticas (Cullen y Stalker, 2016; Panziera y col., 2017). Se observan diferentes
grados y patrones de degeneracién y necrosis de hepatocitos (Riet-Correa y col.,
2009). A nivel del sistema nervioso central hay degeneracion esponjosa (status
spongiosus) atribuida a edema intramielinico, caracterizada por vacuolizacion de la
sustancia blanca en el borde con la union de la sustancia gris (Méndez y col., 1990;
Riet-Correa y col., 2009; Wouters y col., 2013).
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HIPOTESIS
Senecio oxyphyllus, recientemente identificada de exponencial crecimiento en la
Region Este, se comporta como toxica ante el consumo por parte de bovinos.

OBJETIVOS
Objetivo general
e Contribuir con la investigacion y generar conocimiento acerca de las plantas
toxicas para bovinos existentes en nuestro pais que perjudican la produccién.
Objetivos especificos
e Confirmar la intoxicacion por S. oxyphyllus en bovinos.
e Conocer el potencial toxico mediante perfil de alcaloides pirrolizidinicos
de S. oxyphyllus.
e Determinar los parametro clinicos y paraclinicos y describir los hallazgos

macro y microscopicos a causa de la intoxicacion.
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MATERIALES Y METODOS
Se realizd un estudio experimental en bovinos con material seco molido de

Senecio oxyphyllus en el periodo 2017 en las instalaciones del DILAVE Regional Este
“Miguel C. Rubino”, ubicado en la Ciudad de Treinta y Tres.

Identificacién de especie vegetal

En el mes de noviembre de 2016 se realiz6 la visita a un predio ganadero de
la Seccién Policial N°4 en el Departamento de Treinta y Tres. Los ejemplares para la
identificacion de las plantas de Senecio se realizaron en el km 303 de la Ruta
Nacional N° 8, con la autorizacién de los propietarios. La planta fue secada por 24
horas a temperatura ambiente (24 a 28 °C) y colocada en un sobre de papel madera
debidamente rotulada para envio a identificacion a cargo del Ing. Agr. Mauricio
Bonifacino de la Catedra de Botanica de la Facultad de Agronomia.

Recoleccién de las plantas

El 22 de noviembre del 2016 se visitd nuevamente el predio luego de la
identificacion de especie para la recoleccidon en cantidad de S. oxyphyllus. La colecta
fue efectuada manualmente, cortando material vegetal aéreo (tallo, hojas y flor). Se

recolectaron aproximadamente 80 kg de materia fresca verde.

Acondicionamiento de las plantas

Se realiz6 secado de las plantas a temperatura ambiente por 72 horas en un
lugar con ventilacion y techado. Luego se realiz6 secado en Horno de Secado
Novatech a 60° por 24 horas. Una vez secas se procedio al molido de la planta en
maquina de molido Henan Gelgoog 20B, hasta consistencia de polvo con criba de
1mm de diametro. La cantidad de Senecio que se obtuvo luego de moler fueron 24
kg, el pesaje del mismo se realizo en balanza digital de precision Cadence. Posterior
al molido se acondicion6 la muestra en bolsas con la cantidad de dosis diaria
administrar, las cuales fueron pesadas individualmente con balanza digital de
precision Gram AH 1200 y posteriormente fueron dejadas en un lugar con sombra a
temperatura ambiente hasta su utilizacion. Se midié la humedad correspondiente

con una muestra representativa de 10 kg de materia.
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Determinacion de alcaloides pirrolizidinicos

De las muestras molidas se pesaron 15 g y dispusieron en un tubo Falcon de
50mL y fueron enviadas al Laboratorio de Investigacion de Plantas Toxicas de ARS-
USDA (Utah, Estados Unidos). En el mismo se realizdé la determinacion de AP
mediante la técnica de HPLC-MS y GC-MS, a cargo del Dr. Dale Gardner.

Disefio experimental

Se utilizaron 2 bovinos raza Holando de entre 100 y 150 kg de 4 a 6 meses de
edad clinicamente sanos. Los animales fueron identificados, uno como animal
control y otro como animal tratado.

Los terneros fueron mantenidos en un potrero limpio, con sombra, en donde
no habia presencia de plantas toxicas, predominando en la pastura las especies
gramineas y algunas leguminosas, a su vez presentaban agua ad libitum y se les
brindaba un ingreso extra ademas de la pastura, de 500 grs de racion Ternero 16%
PC a cada animal, una vez al dia.

Se utilizo en el animal tratado una dosis alta de administracion oral por sonda
oro-esofagica de S. oxyphyllus, de 4 g de MS por kg/PV por dia. La administracion
se acompafno de 1 litro de agua por vez.

Se efectud la inspeccion clinica diaria de ambos animales en donde se
midieron parametros clinicos como temperatura corporal, frecuencia cardiaca y
frecuencia respiratoria. A su vez se observé y describié la aparicion de signos
clinicos asociados a la intoxicacion.

Conjunto se realizé la toma de muestras de sangre de vena yugular, con
agujas cono rosa (40x12mm), diariamente con posterior extraccion del suero, las
cuales estaban debidamente rotuladas y conservadas en heladera a -20 grados para
su analisis. Se determinaron enzimas para ver funcionalidad hepatica (gamma-
glutamiltransferasa, aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa, fosfatasa
alcalina, albumina y proteina) en el Laboratorio de Andlisis Clinico de la Facultad de
Veterinaria.

Los animales fueron pesados al dia 0 y dia 24 en una balanza de pesaje de
barra para ganado 2000 kg. A su vez, se realizd andlisis de parasitos
gastrointestinales (Técnica de McMaster) al dia 0 y 8 de los dos animales, de
muestras de materia fecal extraidas del recto.

Al dia 24 del ensayo se realiz6 la eutanasia del animal in extremis, de acuerdo

con las recomendaciones de la CHEA (Protocolo: Ceaufvet-455) mediante tiopental
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(aldehido) 60-80 mg/kg PV IV Unica dosis, como anestésico, y posteriormente
exsanguinados para posterior examen post-mortem utilizando la técnica Americana
(Mason y Madden, 2007), posicion decubito lateral izquierdo. Se recolectaron
muestras de 6rganos para diagndstico histopatolégico, previa fijacion por inmersion
en formol neutral-bufferado (pH 7.2) al 10% por 48 hs, luego rutinariamente
embebidos en parafina y posteriormente teflidos con hematoxilina y eosina para
estudio histopatoldgico. Muestras de higado se procesaron por inmunoihistoquimica
(IHQ), para identificacién de células epiteliales ductales (Jain y col., 2010), a cargo
del Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

23



RESULTADOS
Identificacién botanica de especie vegetal y determinacién de materia seca:

La especie recolectada se identificO como Senecio oxyphyllus D.C. y
porcentaje de materia seca se determiné en 29,5%.
Determinacion de Alcaloides Pirrolizidinicos

El principal alcaloide identificado resulto ser retrorsina en una concentracion
total de 2,6 mg/g.
Ensayo experimental

En el Cuadro 2: se detalla la informacion referente a los pesos inicial y final,
dosis administrada, comienzo de signos y dia de muerte de los dos terneros, tratado
y control.

Cuadro 2. Peso de los animales, dosificacion de Senecio en base seca molida y cantidad de dosis, dias de

inicio de signos y duracién del ensayo.

. Inicio
'P'e§o Peso Dogs NUmero de Total de de Dia
inicial final (kg) administrada administraciones planta signos  de muerte
(kg) 9 (g MS/dia) administrada ((?I,as)
Tratado 110 80 440 25 Dosis 11 kg 13 24
Control 130 125 - - - - -

A partir del dia 13 pos administracion el animal tratado empezé a manifestar
apatia, diarrea intermitente y desmejoramiento progresivo (Figura 2). Los signos
fueron evidenciandose al dia 20 con dificultad en la locomocion, depresién, periodos
prolongados de decubito esternal y lateral con dificultad para incorporarse, y
abalonamiento ventral del abdomen (Figura 3). Al dia 24 se realiz6 la eutanasia ya

gue el animal present6 imposibilidad para incorporarse (Figura 4).
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Figura 2. Ternero Holando tratado, dia 20. Decubito esternal con sensorio
disminuido.

Figura 3. Ternero Holando tratado, dia 21. Notese prominencia de apofisis
transversas y espinosas de los cuerpos vertebrales denotando pérdida de condicion

corporal con distension ventral.
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Figura 4. Ternero Holando tratado, dia 24. Decubito esternal con imposibilidad para

incorporarse y depresion.

Andlisis clinicos y paraclinicos

Los parametros de temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria resultaron dentro
de los valores de referencia sin variaciones durante el ensayo ni entre los animales
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Parametros de temperatura, frecuencia cardiaca y respiratoria tomados diariamente
durante el periodo del ensayo, del animal tratado y del animal control. Valores de referencia
extraidos de Bradford, 2010.

Parametros Animal tratado Animal control Valores Normales
Frecuencia Cardiaca 56 — 96 56 — 108 40-80
Frecuencia Respiratoria 36 -92 40 - 80 12 - 36
Temperatura 36 - 38,6 36,4 - 38,9 38 -39

Respecto a las enzimas que determinan funcion hepatica la fosfatasa alcalina (FA)
(VR: 182 — 248 U/l) y gamaglutamiltransferasa (GGT) (VR: 4 — 33 U/l) presentaron
elevacion de su concentracién en el animal tratado a partir del dia 13 dias post
administracién, en comparacion con el animal control (Figura 5 y 6). Los valores

séricos de albumina, globulina, proteinas totales, bilirrubina total y creatinquinasa
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resultaron dentro de los valores de referencia o levemente superiores sin diferencia

significativa entre animal control y tratado (Cuadro 4).
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Figura 5. Niveles séricos de la enzima gamaglutamiltransferasa (VR: 4 — 33 U/l) del
animal control (linea roja) y el animal tratado (linea azul) durante el ensayo.
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Figura 6. Niveles séricos de la enzima fosfatasa alcalina (VR: 182 — 248 U/l) del

animal control (linea roja) y el animal tratado (linea azul) durante el ensayo.
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Cuadro 4. Valores séricos de albumina, globulina, proteinas totales, bilirrubina total y creatinquinasa
en el animal tratado y el animal control. Incluye 10 muestreos para los dias 1, 3, 5, 8, 13, 15, 17, 19,
22, 24.

Unidad Animal tratado Animal control Velores (_Jle
referencia
Media Rangq min- Media szmgo .
max min.- max

Albumina g/dl 2,8 25-32 3,6 3,4-3,8 32-4,1
Globulinas g/di 5,6 3,8-8,9 3 26-34 3-35
Proteinas
totales g/dl 8,4 6,5-11,9 6,6 6,1-7 6,3-8,7
Bilirrubina total mg/dI 1,7 0,4-3,3 0,2 0,1-0,3 0,1-0,3
Creatinquinasa ul/l 234 85 - 687 418 86 —1243 69 — 268
Aspartato
amino U/l 132 76 - 178 120 90 — 166 46 — 189
transferasa

El analisis de parasitos gastrointestinales al dia 0, fue de 0 hpg para ambos
animales, y para el dia 8 el animal tratado fue de 0 hpg mientras el animal control fue
de 100 hpg.

Examen post mortem

Macroscopicamente el animal tratado presentd abundante liquido (aprox. 10
It) en cavidad abdominal (ascitis) (Figura 7) y marcado edema de mesenterio (Figura
8). El higado presentd color blanquecino de la capsula superficial y consistencia
firme al corte del parénquima, con un discreto reticulado blanco (Figura 9). En los

otros 6rganos no se observaron lesiones de significancia patolégica.
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Figura 7. Ternero Holando tratado, cavidad abdominal. Se
observa ascitis (flecha blanca).
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Figura 8. Ternero Holando tratado, cavidad abdominal. Se

observa edema de mesenterio. Note asa intestinal en inferior.
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Figura 9. Ternero Holando tratado, higado. Discreto reticulado blanco en

parénquima.

Patologia microscopica e Inmunohistoquimica

Microscopicamente en higado se observa fibrosis portal conectiva leve, y
moderada fibrosis endotelial de venas centrolobulillares y portales, con oclusion
parcial. Hay proliferacion ductal periportal, con células epiteliales ductales formando

nidos multiples aleatorios, presencia ocasional de hepatomegalocitos (Figura 10).

Los restantes 6rganos no presentaron lesiones de relevancia patolégica.

E P Ao, S S

Figura 10. Ternero Holando tratado, higado. lzquierda: fibrosis portal leve,

proliferacion ductal (flecha negra) y megalocitos (flecha blanca). Derecha: fibrosis de
vena centrolobulillar. H&E 40x.
Mediante inmunohistoquimica se observo inmunomarcacién positiva con anti

CK19 en el citoplasma de células cuboidales dispuestas en tubulos de diferente
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calibre en espacio porta y con distribucion aleatoria formando nidos confirmando

origen epitelial (Figura 11).
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Figura 11. Ternero Holando tratado, higado. Inmunomarcaciéon intensa de células

epiteliales del

ducto biliar.

20x.

IHQ (anti-citoqueratina 19, dilucion 1:100),

cromégeno diaminobencidina, contracoloracién de hematoxilina. IHQ 40x.
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Discusion
Este trabajo permitié confirmar a la especie vegetal S. oxyphyllus como téxica
para bovinos (Méndez y col., 1990; Driemeier y col., 1992; Preliasco y col., 2017).

Hasta el momento, las especies de Senecio en Uruguay asociadas a brotes
de seneciosis eran: S. grissebachii, S. selloi, S. brasiliensis, S. heterotrichus y S.
madagascariensis (Villalba y Fernandez, 2000; Dutra y col., 2011; Preliasco y col.,
2017). S. oxyphyllus fue observada recientemente en la region Este de Uruguay
(Dutra y col., 2016) pero no estaba confirmada como téxica en el pais. Actualmente
es considerada la especie de mayor relevancia de la activa epidemia de seneciosis
bovina en la region Este de Uruguay (Dutra y col., 2017; Garcia y col., 2018). La
misma posee una alta capacidad adaptativa con alta dispersion hacia areas
geograficas nuevas (Garcia y col.,, 2018), sumado a la toxicidad confirmada,
demuestra el alto riesgo potencial para el ganado de pastoreo. (Driemeier y col.,
1992) reprodujo experimentalmente la intoxicacion con S. oxyphyllus en bovinos, en
Brasil. Sin embargo, en Brasil es considerada de baja toxicidad y presencia, con
minima implicancia en brotes de seneciosis bovina (Karam y col., 2004; Lucena y
col., 2010).

Esta especie de Senecio identificada como nueva para Uruguay,
posiblemente haya invadido departamentos de Cerro Largo desde la frontera con
Brasil (Dutra y col., 2017; Garcia y col., 2017). Esta expansion se pudo producir por
traslado de semillas contaminadas con semillas de Senecio, pasaje de animales
diseminadores mediante materia fecal, diseminacion por viento, caracteristicas
propias de la especie como alta capacidad reproductiva y alta capacidad invasiva
(Sindel y col., 1998; Gardner y col., 2006; Le Roux y col., 2010; Garcia y col., 2018).

Como fue demostrado con otras especies de Senecio, la desecacion de las
plantas de S. oxyphyllus no determina la pérdida de su toxicidad (Riet-Correa y
Méndez, 1993; Tokarnia y col., 2000; Villar y col., 2006; Bersane y col., 2008;
Preliasco y col., 2017).

Cabe destacar que la especie S. grisebachii, confirmada como téxica en la
region Oeste de Uruguay (Monroy y Preliasco en 2008), posee caracteristicas
fenotipicas indiferenciables a S. oxyphyllus en estado vegetativo siendo necesaria la

identificacion en estado reproductivo por un especialista.
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La concentracion de AP de S. oxyphyllus del presente trabajo, resulté mayor
gue la de S. madagascariensis (0.22 a 1.99 mg/g MS) para muestras recolectadas
en Hawaii y Brasil (0.50 a 4.0 mg/g MS) (Gardner y col., 2006; Stigger y col., 2014),
y que S. selloi de muestras de Uruguay (1,8 mg/g MS) y de Brasil (1 mg/g MS)
(Méndez y col., 1990; Garcia y col., 2018). Mientras que fue ampliamente menor que
S. brasiliensis (11,2 a 32,2 mg/g MS) (Garcia y col., 2018). Sin embargo, Karam y
col.,, (2004) reporta variaciones para S. brasiliensis (1.7 a 2.5 mg/g MS), S.
oxyphyllus (0.25 a 1.96 mg/g MS) y S. selloi (0.08 a 0.21 mg/g MS), siendo muy
similares a los valores del presente estudio. Otros trabajos observaron
concentraciones mayores de S. oxyphyllus (4.0 mg/g DW) (Liddell y col., 1992). La
variacién en concentracién de AP esta bien documentada, asociado parcialmente a
una base genética como a factores ambientales como sequias, condiciones del
suelo como concentracion de fosforo y nitrégeno, altas temperaturas, relacion planta
herbivoros, y etapa del ciclo vegetativo (Johnson y col., 1985; Tokarnia y col., 2000;
Karam y col., 2004; Kirk y col., 2010; Grecco y col., 2010; Langel, 2011; Castells y
col., 2014). La baja concentracion de AP puede presentarse por altos indices
pluviométricos (Karam y col., 2004; Grecco y col., 2010). (Garcia y col., 2018)
registré para la misma especie en el afio 2015, con una precipitacion acumulada del

30% respecto al 2016, niveles mayores a 6,8 mg/g de AP.

Respecto al tipo quimico de AP resultd esencialmente el mismo que otros
trabajos previamente reportados con retrorsina como principal alcaloide (Liddell y
col., 1992). Este alcaloide resulta de los mas téxicos (Cheeke, 1988; Hartmann,
1999) y se encuentra también en S. brasiliensis, S. madagascariensis y S. selloi,
también presentando otros alcaloides de menor toxicidad (Méndez y col., 1990;
Trigo y col., 2003; Gardner y col., 2006; Garcia y col., 2018).

La dosis utilizada de 4 g de MS por kg/PV, fue menor a la utilizada con S.
madagascariensis donde se registr6 65 g de MS por Kg/PV (Ferreira y Fumero,
2008); S. selloi con 180 grs de MS por Kg/PV y S. brasiliensis con dosis de 18y 37 ¢
de MS por kg/PV (Tokarnia y Doberenier, 1984). En cuanto a S. grisebachii se
reprodujo la intoxicacion a dosis de 15, 24 y 45 g de MS por kg/PV (Preliasco y col.,
2017).
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El ternero tratado desarroll6 un cuadro progresivo con depresion, emaciacion
y fotofobia como observado en otras intoxicaciones experimentales (Méndez y col.,
1990; Bersane y col., 2008; Preliasco y col., 2017).

Los hallazgos macroscopicos y microscépicos son coincidentes con una
intoxicacion con AP en casos naturales y experimentales (Riet-Correa y col., 2009;
Grecco y col., 2010; Cullen y Stalker, 2016; Preliasco y col., 2017). Las lesiones se
presentaron leves (en comparaciéon con las otras descritas por los autores),

posiblemente por la baja toxicidad, dada la baja concentracion de AP.

La inmunomarcacion positiva del citoplasma de células cuboidales dispuestas
en tubulos de diferente calibre en espacio porta y con distribucion aleatoria formando
nidos confirman su origen epitelial y en conjunto con los hallazgos microscopicos fue

interpretado como hiperplasia de conductillos biliares (Jain y col., 2010).

Es necesario el estudio y aplicacion de medidas de control integradas de la
maleza mediante manejos de pastoreo, controles biolégicos y quimicos para

disminuir la densidad de la planta y asi minimizar las pérdidas economicas.

La pérdida de peso lo puede asociar tanto a la intoxicacion (en el caso del
tratado), asociado a la baja disponibilidad forrajera o por un escaso ingreso de
nutrientes extra que no cubrieron los requerimientos de ambos animales. Ambos
animales disminuyeron de peso, siendo la pérdida de peso en el animal tratado
considerablemente mayor, disminuyendo su peso de 110 kgs (peso inicial) a 80 kgs
(peso final) en contraposicion al animal control cuyo peso inicial fue 140 kgs y su

peso final 135 kgs.
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Conclusiones

Se confirma la toxicidad de S. oxyphyllus para bovinos. El cuadro clinico, la
patologia clinica y los hallazgos macro y microscépicos coinciden con una

intoxicacion por AP natural o experimental.

La especie S. oxyphyllus recientemente reconocida en Uruguay como planta
toxica por productores y veterinarios en Uruguay, implica un alto riesgo de toxicidad

para los bovinos de pastoreo.

Creemos esencial informar a productores y veterinarios sobre el riesgo de la

misma y el cuadro toxico en los animales.
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