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granos de girasol o soja sobre las variables productivas y
reproductivas y el metabolismo en vacas Holando primiparas

durante el posparto temprano

Effect of supplementation of whole sunflower seed and soybean seed on
productive and reproductive variables and on metabolism in
Holstein primiparous cows during the early postpartum period

Crespi, D.""; Mendoza, A2
Cavestany, D.’
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Aprobado: 25/9/2013

RESUMEN

Para evaluar los efectos de la suplementacion con
fuentes de grasa poliinsaturadas en el posparto
(PP) temprano en variables productivas, repro-
ductivas y metabdlicas se utilizaron 33 vacas pri-
miparas de paricion de otofio (3 tratamientos por
11 repeticiones) que recibieron diariamente 6 kg de
3 concentrados: control, suplementacién con 0,7
kg de grano de girasol entero (GGE), o suplemen-
tacion con 1,7 kg de grano de soja durante los pri-
meros 50 dias PP. Todos los concentrados fueron
isoenergéticos e isoproteicos entre si. Se determi-
n6 condicioén corporal (CC), produccion y com-
posicion de leche, se obtuvieron muestras de san-
gre semanales luego del parto para caracterizar
perfiles metabdlicos, y se determiné el intervalo

parto a primera ovulacion. La suplementacion no

SUMMARY

To evaluate the effects of fat supplementation
during the early postpartum (PP) period on
productive and reproductive variables and on
the metabolism, 33 primiparous cows with
Autumn calvings were fed daily with 6 kg of
three different concentrates: control, addition of
0.7 kg of whole sunflower seeds, and 1.7 kg of
soybean seeds during the first 50 days postpartum
(PP). Diets were designed to be isocaloric and
isoproteic. Body condition score (BCS) was
evaluated, milk production and composition were
analyzed and blood samples taken weekly from
calving to characterize the metabolic profiles.
Supplementation had no effect on consumption,
milk production or composition, metabolic

profiles, or reproductive parameters. Absence

1 Departamento de Reproduccién Animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. *danielacrespi@gmail.com
2 Programa de Produccion de Leche, INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay
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tuvo efecto sobre ninguna de las variables medi-
das. La ausencia de efectos indeseables sobre el
consumo o producciéon y composicion de leche a
estos niveles de suplementacion sugiere que po-
drian utilizarse tanto grano de girasol como de
soja como fuente de energia para la alimentacion
de vacas lecheras en pastoreo en lactancia tem-

prana.

Palabras claves:
girasol, soja, anestro posparto, composicion

leche.

INTRODUCCION

Las vacas con partos de otofio inician su lactancia
durante un periodo en el que la oferta de pastura
es escasa, por lo que se hace necesario recurrir a
la suplementacion con concentrados y/o forrajes
conservados para sostener las elevadas exigen-
cias nutricionales de esta etapa fisiologica (Acos-
ta, 1997). En las condiciones de produccion de
Uruguay, las vacas paridas en otofo se adaptan
con dificultad al inicio de la lactancia, lo que
compromete su produccion en el resto de la mis-
ma y retrasa el reinicio de la ciclicidad ovarica
posparto (PP) (Chilibroste e Ibarra, 2002; Meikle
y col., 2004).

La inclusion de acidos grasos poliinsaturados

N° 194

of undesirable effects on consumption or milk
production and composition at these levels of
supplementation suggests that sunflower or
soybean seeds could be used as an energy source
for feeding grazing dairy cows during early

lactation.

Key words:
sunflower, soybean, first ovulation postpartum,

milk composition.

en la dieta de vacas lecheras en pastoreo incre-
menta la densidad de energia de la dieta y podria
tener efectos positivos sobre distintos procesos
reproductivos. Sin embargo, la respuesta al uso
de grasa puede ser erratica. En una revision so-
bre la suplementacion con grasa a vacas leche-
ras realizada por Mendoza (2008) se vio que en
solo 8 de 29 experimentos la suplementacion con
fuente de grasa adelant6 el reinicio de actividad
luteal PP. El grano de girasol entero (GGE), rico
en acidos grasos poliinsaturados, puede ser in-
cluido hasta 1,4 kg (6,5%, base seca) en la dieta
de vacas lecheras en pastoreo al inicio de la lac-

tancia sin efectos adversos sobre el consumo, la
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produccion o composicion de leche (Mendoza y
col. 2008). Ademas, las vacas primiparas suple-
mentadas con GGE tuvieron su primera ovulaci-
on posparto unos 20 dias antes que las no suple-
mentadas (Mendoza y col. 2008).

El grano de soja (GS) podria constituir un suple-
mento adecuado para incluir en la dieta de vacas
lecheras en pastoreo al inicio de la lactancia ya
que, ademas de sus caracteristicas nutricionales,
podria tener efectos positivos sobre el reinicio de
la ciclicidad ovarica PP del mismo modo que el
GGE, debido a que posee un perfil de acidos gra-
sos similar al GGE (Mohamed y col. 1988). Sin
embargo, no se han reportado trabajos en nues-
tras condiciones en los cuales se evalte el sumi-
nistro de GS y su efecto en la reproduccion, ni su
comparacion con GGE.

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la
inclusion de dos concentrados conteniendo GGE
o GS sobre variables productivas y reproductivas

en vacas lecheras primiparas de partos de otofio.

MATERIALES Y
METODOS

El experimento se realiz6 en la Unidad de Leche-
ria del INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay,
en los meses de otofio. Toda la experimentacion

con animales se realizé cumpliendo con las nor-
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mas establecidas por la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal de la Universidad de la

Republica

Diserio experimental

Se utilizaron 33 vaquillonas Holando con un peso
vivo (PV) y condicion corporal (CC) al dia 21
antes de la fecha prevista de parto de 525 + 41
kgy 3,6 £0,3 (escalade 1 al 5; Edmonson y col.
1989), respectivamente. Las vaquillonas fueron
asignadas a los siguientes tratamientos durante
50 dias PP de acuerdo a un disefio completamen-
te al azar: Control: Sin suplementacion PP con
granos oleaginosos, Girasol: Suplementacion con
0,7 kg materia fresca (MF) de GGE/vaca/dia y
Soja: Suplementacién PP con 1,7 kg MF de GS/
vaca/dia. Cada dieta completa fue formulada se-
paradamente para ser isoenergética e isoproteica
entre si usando las normas del NRC (2001). Para
ello se formularon tres concentrados diferentes,
de forma tal que al adicionar el grano oleaginoso,
las dietas resultantes fueran isoenergéticas e iso-
proteicas: “Concentrado Control”, “Concentrado
Girasol” y “Concentrado Soja” (Cuadros 1 y II).
Ademas se ofrecieron diariamente y por animal
14 kg materia seca (MS) de pastura mezcla de
gramineas (Festuca arundinacea) y leguminosas
(Medicago sativa, Trifolium repens, Lotus corni-

culatus) y 16 kg MF de ensilaje de maiz de planta
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entera. Los animales permanecian en la pastura ros individuales distribuidos en los dos ordefies,
entre el ordefie de la tarde y el de la manana, en mientras que el ensilaje fue ofrecido en comede-

una misma franja. Los concentrados y granos ros individuales entre el ordefie de la mafiana y el
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oleaginosas fueron administrados en comede- de la tarde.

Cuadro |. Composicién quimica de los concentrados y granos correspondiente a los tres concentra-
dos administrados (control, con grano de girasol o con grano de soja) y del ensilaje de maiz ofrecido
y la pradera en que pastoreaban los animales

Alimento MS! PC? FDA3 FDN* Cenizas  EE° ENLS
Concentrado Control 87,0 21,6 11,6 33,6 7.5 2.4 1,73
Concentrado Girasol 90,3 21,2 27,1 42,5 11,9 1.4 1,50
Concentrado Soja 89,9 15,8 24.4 43,9 14,4 1,2 1,54
Grano de Girasol 95.9 16,5 32,8 39,6 3,5 49,1 3,05
Grano de Soja 90,3 32,9 21,2 23,1 6,0 21,1 2,92
Ensilaje de maiz 43,5 6,1 33,5 56,8 6,9 3.3 1,51
Pradera 24,6 16,8 36,0 52,9 9,5 3,7 1,28

I Porcentaje de materia seca, * Proteina cruda, % * Fibra detergente dacida, % * Fibra detergente neutra, % °:
Extracto Etéreo, * Energia neta para lactancia, Mcal/kg MS

Cuadro Il. Composicién final de los concentrados para el Exp 1
(kg/100 kg de suplemento, base seca) segiin tratamiento

Ingrediente Control Girasol Soja
Grano de soja 0,0 0,0 28.4
Grano de girasol 0,0 12,3 0,0
Grano de maiz 25,7 49 0,0
Grano de sorgo 8,2 0,0 3,7
Grano de trigo 8,3 4,1 5,8
Grano de avena 5,3 3.9 0,0
Afrechillo de trigo 21,7 0,0 0,0
Afrechillo de arroz sin grasa 3,8 6,5 25,9
Urea 0,5 0,0 0,0
Céscara de soja 0,0 30,3 25,1
Harina de soja 25,0 28.9 0,0
Harina de girasol 0,0 49 7.3
Pre mezcla de vitaminas y minerales 1,4 4,1 3,7
Total 100,0 100,0 100,0
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Determinaciones

En los animales

La determinacion del consumo de pastura se re-
aliz6 por medicion de oferta y rechazo del grupo
de animales, usando 19 rectangulos de 0,2 x 0,5
m en cada caso. Con el dato de la disponibilidad
también se asigno el forraje correspondiente me-
diante la utilizacion de franjas diarias. Este pro-
cedimiento se repitio a la entrada y salida de cada
potrero nuevo. El consumo individual de ensilaje
y concentrado se determino por la diferencia en-
tre lo ofrecido y rechazado.

La CC fue determinada siempre por el mismo ob-
servador previamente entrenado desde los 21 dias
previos al parto hasta los 35 dias PP semanalmen-
te (escalade 1 al 5; Edmonson y col. 1989).

Se registrd la produccion de leche individual dia-
ria a partir del dia 1 hasta el dia 50 PP y se corri-
gi6 por grasa al 4% (LCG). Se tomaron muestras
individuales semanales de leche que se analiza-
ron en el laboratorio de calidad de leche de INIA
“La Estanzuela” para determinar porcentaje de
proteina y de grasa con un método de infrarro-
jo medio, usando un equipo Bentley Model 2000
de Bentley Instruments, Inc., Chaska, MN, USA,
segun el método establecido por la IDF, Standard

141 C: 2000.
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Se extrajeron muestras de sangre por venopunci-
6n yugular, para la determinacion de acidos gra-
sos no esterificados (NEFA), betahidroxibutirato
(BHB), colesterol y urea en plasma en todas los
animales. Los sangrados se realizaron el dia -21
y -7 previos al parto y en el PP de forma semanal
hasta el dia 35 PP. Los metabolitos se determi-
naron en el DILAVE, Miguel C. Rubino, Monte-
video. Los acidos grasos no esterificados se de-
terminaron por el método ACS-ACOD (acil-CoA
sintetasa y acil-CoA oxidasa, Wako code No 999-
34691, 991-34891, 993-3519), el betahidroxibu-
tirato se determind mediante el método 3-HBDH-
NAD+3-hidroxibutirato deshidrogenasa-NAD+
(Randox REF RB1008), el colesterol se determi-
nd mediante el método CHOD-PAP (Weiner Lab)
y la urea mediante el método Urease UV (Weiner
Lab).

Se realizd ultrasonografia ovarica con un trans-
ductor lineal de 7,5 MHz (Aloka SSD 500, Aloka,
Tokio, Japon) 3 veces por semana a partir del dia
8 PP para determinar el didmetro maximo del fo-
liculo dominante (FD) durante su primera onda
folicular PP hasta determinar su destino (ovula-
cion o regresion). A las vacas que no ovularon
en esa primera onda folicular, se les realizé ul-
trasonografia ovarica dos veces por semana hasta

detectar la presencia de un cuerpo luteo o hasta

N° 194
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los 50 dias PP para determinar el dia de reinicio

de la ciclicidad ovarica.

En los alimentos

Se tomaron muestras semanales de la pastura,
el ensilaje y los concentrados, que fueron ana-
lizadas en el Laboratorio de Nutricién del INIA
de “La Estanzuela” para determinar: MS, ceni-
zas, proteina cruda (PC) y extracto al éter (EE)
(AOAC, 1990), fibra detergente neutro (FDN) y
fibra detergente acido (FDA) (Van Soest y col.
1991), y digestibilidad in vitro de la materia or-
ganica (DMO) (Tilley y Terry, 1963). Se estimd
la concentraciéon de Energia neta de lactancia
(ENL) como la sumatoria de las fracciones di-
gestibles de cada alimento, multiplicadas por su
calor de combustion, segin el método sugerido
por el NRC (2001). En caso de no disponer de da-
tos de laboratorio para determinar las fracciones
digestibles, se usaron valores de la tabla de com-

posicion quimica de alimentos del NRC (2001).

Analisis estadistico

Para el andlisis de variables continuas con mas
de una medicion durante el transcurso del experi-
mento (produccién y composicion de leche, CC,
metabolitos y consumo de concentrado y ensilaje)
se utilizé un modelo mixto (procedimiento MI-

XED del SAS (Statistical Analisis System; SAS

N° 194

Institute Inc., Cary, NC, USA; version 9.1.3)),
que incluy6 como efectos fijos: tratamiento, dia
PP de medicidn, y las interacciones entre estos
efectos.

Para el analisis de variables continuas con un
solo valor registrado durante el experimento in-
tervalo parto a primera ovulacion (IPOV) y dia-
metro maximo del FD de la primera onda folicu-
lar PP se utiliz6 un modelo lineal (procedimiento
GLM del paquete estadistico SAS), que incluyo
como efecto al tratamiento. En todos los casos
se utilizé un nivel de significancia de 5% y la
comparacion de medias se realiz utilizando el
procedimiento de minima diferencia significati-
va. Los datos se presentan como medias de mi-
nimos cuadrados + el error estandar de la media
(EEM). La variable discreta proporcion de vacas
que ovulan durante la primera onda folicular PP
se analiz6 con un modelo lineal generalizado
(procedimiento GENMOD del SAS). El modelo
incluy6 como efecto al tratamiento, y los resul-
tados se presentan como la probabilidad de que

una vaca ovule durante dicho periodo.

RESULTADOS

Durante el ensayo, las vaquillonas de los tres tra-
tamientos consumieron en promedio 5,05 kg MS

de concentrado, 5,95 kg MS de ensilaje de maiz y

VETERINARIA (Montevideo) - Vol. 50 - Afio 2014
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se estim6 un consumo de 7,12 kg MS de pastura
mezcla de gramineas y leguminosas por dia. La
informacion de consumo de pastura se presenta
de forma descriptiva, no habiendo sido analizada
estadisticamente ya que de las sucesivas determi-
naciones de oferta y rechazo de pastura, se obtuvo
un dato unico de consumo para todos los trata-
mientos ya que pastoreaban en la misma franja.

Considerando el consumo de pastura de cada tra-

tamiento, el porcentaje (en base seca) de GGE y
GS en los tratamientos Girasol y Soja fue 3,4 y
7,9%, respectivamente. No se vio una diferencia
entre tratamientos en el consumo de nutrientes a
partir del concentrado y ensilaje salvo un mayor
consumo de EE en los tratamientos suplementa-
dos con granos de oleaginosas con respecto al tra-

tamiento Control (P<0,001; cuadro III).

Cuadro ll. Consumo de ensilaje y concentrado para los tratamientos Control, Girasol y Soja
Alimento Control Girasol Soja EEM Trat Obs
CMS ensilaje (kg MS/dia) 5,93 5,98 5,93 0,07 NS *
CMS concentrado (kg MS/dia) 5,15 5,02 5,01 0,17 NS NS
PC ensilaje y concentrado (kg/dia) 1,47 1,39 1,39 0,04 NS NS
EE ensilaje y concentrado (kg/dia) 0,39° 0,65¢ 0,58 0,01 ok NS
ENL ensilaje y concentrado (Mcal /dia) 17,72 17,53 18,47 0,32 NS NS

No se incluye la interaccion Trat x Obs por no ser significativa. CMS= Consumo de materia seca, PC=Protei-
na cruda, EE=Extracto al éter, ENL=Energia neta de lactacion, Obs=semana de medicion, NS No significativo,

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

La suplementacion con granos de oleaginosas no
tuvo un efecto significativo del tratamiento so-
bre la CC aunque si hubo un efecto de observa-
cion, e interaccion tratamiento por observacion
(P<0,05). Al dia 21 preparto los animales en los
3 tratamientos tuvieron una misma CC (3,6 0,3
puntos), la evolucion de la CC hasta el parto fue

similar para los tres grupos; en promedio, en los

VETERINARIA (Montevideo)
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tres tratamientos el descenso fue de 0,7 puntos
desde el dia -21 hasta el dia 21 PP (P<0,01; Figu-
ra 1). Sin embargo, en los dias 7 y 14 PP la CC
fue menor en el grupo Control en comparacion

con los grupos suplementados (P<0,01; Figura

1.
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Figura 1. Evolucién de la CC durante los 21 dias previos al parto y 35 dias posteriores al mismo

para los tratamientos Control, Girasol y Soja. Letras distintas para una determinada fecha indican di-

ferencias significativas *° (*<0:05

No hubo un efecto de la suplementacién sobre
la produccién de leche (20,7 = 0,9 L/dia), LCG
(21,0 £ 1,2 L/dia), produccién (0,85 + 0,03 kg/
dia) o porcentaje (4,07 = 0,23) de grasa, y pro-
duccién (0,59 kg/dia) o porcentaje de proteina
(2,9 £0,05) (Cuadro 1V). La produccion de leche
aumento luego del parto hasta alcanzar un pico

(23,0 L/dia) entre los dias 21 y 28 PP. La evolu-

N° 194

cion de la produccion de grasa y proteina en el
tiempo tuvo un comportamiento similar a la pro-
duccién de leche, mientras que los porcentajes
de grasa y proteina fueron maximos al dia 7 PP
y disminuyeron hasta el dia 35 o 21, respectiva-
mente, para luego permanecer constantes hasta

el fin del experimento.
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Cuadro |V. Medias de minimos cuadrados de variables de produccion y composicion de leche

Control  Girasol Soja EEM Trat Obs  ObsxTrat

Leche (L/dia) 21,1 20,4 20,7 0,9 NS oAk NS
LCG (L/dia) 21,0 20,6 21,3 1,2 NS oAk NS
Grasa (kg) 0,84 0,83 0,87 0,33 NS oAk NS
Grasa (%) 3,9 4,1 4,2 0,2 NS oAk NS
Proteina (kg) 0,60 0,58 0,59 0,03 NS oAk NS
Proteina (%) 2,9 2,9 2.9 0,05 NS Ak ok

Obs= Observacion (semana), Trat= Tratamiento, NS no significativo, *** P<0,001, **P<0,01,
EEM = error estandar de la media.

No hubo un efecto general de la suplementacion  que en el caso NEFA hubo un efecto observacion
con granos de oleaginosas sobre la concentracion y en BHB, colesterol y urea una interaccion entre

plasmatica de NEFA, BHB, colesterol o urea aun-  Tratamiento por observacion (Cuadro V).

Cuadro V. Medias de minimos cuadrados de variables de metabolitos en plasma segun tratamien-
to, efectos fijos (dia y tratamiento) e interacciones

Metabolito Control Soja Girasol EEM  Trat  Obs TratxObs
NEFA 0,9 0,9 0,9 0,1 NS otk NS
BHB 0,6 0,5 0,5 0,1 NS NS *
Colesterol 2,6 2,8 2.9 0,1 NS NS *
Urea 5,4 5,8 5,1 0,3 NS NS xRk

EEM = error estandar de la media, Trat= tratamiento, Obs= Observacion (dias), NS no significativo, *** P<0,001,
**P<(),01, *P<0,05, Datos expresados como mmol /L.

En los tres tratamientos el pico de NEFA se dio niveles luego disminuyeron hasta el dia 35 PP

entre los dias 14 y 21 PP (1,1 mMol/L), y los (Figura 2).
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Figura 2. Evolucion de la concentracion plasmatica de 4cidos grasos no esterificados (mmol/L) du-
rante los 21 dias previos al parto y 35 dias posteriores al mismo para los tratamientos Control, Girasol
y Soja. Letras distintas para una determinada fecha indican diferencias significativas #°®<0:09

El nivel de BHB en plasma fue de 0,5 mMol/L
al parto para todos los animales, pero el grupo
Control tuvo mayores niveles de BHB en los dias
7 y 14 PP en comparacion con los grupos suple-

mentados (Figura 3).

El nivel de colesterol sérico disminuyd durante
el preparto con un nadir entre el parto y el dia 7
PP (2 mMol/L) y aument6 desde el dia 7 PP hasta

el dia 35 PP; el grupo Soja tuvo mayores niveles

N° 194
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de colesterol que el grupo Girasol al dia 35 PP
(Figura 4).

Todos los animales mantuvieron constantes sus
niveles séricos de urea hasta el parto pero dismi-
nuyeron al dia 14 PP donde se dio el nadir (4,5
mMol/L) y aumentaron hasta el final del periodo
experimental. Al dia 7 PP el grupo Control tuvo
mayores niveles de urea comparado con el grupo
Soja, y el grupo Girasol tuvo mayores niveles de

urea comparados con el grupo Soja a los dias 21
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Figura 3. Evolucién de la concentracién plasmatica de Betahidroxibutirato (mmol/L) durante los
21 dias previos al parto y 35 dias posteriores al mismo para los tratamientos Control, Girasol y Soja.
Letras distintas para una determinada fecha indican diferencias significativas #° ®<¢:05

Figura 4. Evolucién de la concentracion plasmética de colesterol (mmol/L) durante los 21 dias
previos al parto y 35 dias posteriores al mismo para los tratamientos Control, Girasol y Soja. Letras
distintas para una determinada fecha indican diferencias significativas ** *<0:09
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y 28 PP (Figura 5).

Considerando todas las vacas del experimento,
que hubieran ovulado o no antes del dia 50 PP,
no hubo efecto de los tratamientos sobre el [POV.
De las vacas afectadas al tratamiento Control, Gi-
rasol y Soja, la proporcion de vacas que ovuld en
la primer onda folicular fue 0.500, 0.364 y 0.455,

respectivamente (EEM = 0.243), sin diferencias

significativas entre tratamientos. Un 43,75 % del
total de las vacas ovularon en su primera onda
folicular no existiendo diferencias significativas
entre tratamientos, ni tampoco sobre el didmetro
del foliculo dominante de la primera onda folicu-

lar PP (Cuadro VI).

Figura 5. Evolucion del nivel de urea en sangre (mmol/L) durante los 21 dias previos al parto y
35 dias posteriores al mismo para los tratamientos Control, Girasol y Soja. Letras distintas para una
determinada fecha indican diferencias significativas *° ®<0:05
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DISCUSION

En este ensayo la suplementacion PP de vacas
primiparas con 0,7 kg de girasol o 1,7 kg de soja
(3,4 y 7,9% de la dieta en base seca, respecti-
vamente) no produjo un efecto general sobre el

consumo, la produccion de leche, el porcentaje

de soélidos en leche, los perfiles metabodlicos, ni
tuvo efecto sobre los parametros reproductivos
evaluados.

Como era esperable, hubo un mayor consumo
de EE en los animales de los tratamientos suple-
mentados comparadas con los del tratamiento

Control. Al igual que lo reportado por Rearte y

Cuadro VI. Intervalo parto- 1* ovulacién (dias), tomando en cuenta todos los animales del expe-

rimento hayan ovulado o no antes del dia 50 PP, y diametro méaximo del foliculo dominante (FD)

segun tratamiento

Variable Control Girasol Soja
IPOV (dias) 30,0 27,0 29,0
Max diametro FD! (mm) 14,0 15,0 14,1

'FD: Foliculo dominante

col. (1989) se pudo comprobar que a estos nive-
les de suplementacion no existié disminucion
en el consumo de MS, al menos de la proveni-
ente del concentrado y del ensilaje. Mendoza y
col. (2008), con un nivel de suplementaciéon con
GGE mayor que en este experimento (7,1 % de
la dieta en base seca), tampoco reportaron una
disminucion en el consumo total de nutrientes.
La suplementacion con grasa puede disminuir el
consumo a través un efecto negativo sobre los
microorganismos celuloliticos, lo que afectaria
la digestion de la fibra y enlenteceria la tasa de

pasaje, aumentando el tiempo de retencion del

VETERINARIA (Montevideo) - Vol. 50 - Afio 2014

alimento en el rumen y reduciendo la capaci-
dad de consumo (Allen, 2000). Sin embargo, es
posible que en este experimento el consumo no
haya sido afectado por que la cubierta externa
del grano de girasol y de soja (aunque en menor
medida) exige que el animal lo mastique previa-
mente, lo cual favorece la salivacion. Por otra
parte, esa cubierta impide una répida salida de
los 4cidos grasos poliinsaturados del grano hacia
el rumen, lo que evita que puedan interferir con
la actividad de los microorganismos enlentecien-
do la liberacion de acidos grasos (Mohammed y

col. 1988). También lo podemos atribuir a que a
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los niveles de grasa usados en este experimento
no habrian sido tan elevados como para afectar
a los microorganismos del rumen. La ausencia
de diferencias en consumo de ENL y PC a partir
de concentrado y ensilaje entre los tratamientos
con GGE o GS sugeririan que las dietas fueron
isoenergéticas e isoproteicas, segin lo planeado
en el disefio de este experimento.

La CC al parto (previa al periodo de suplementa-
cion) no fue diferente entre tratamientos, por lo
que todos los animales partieron de un buen nivel
de reservas lipidicas al iniciar el tratamiento (CC
promedio = 3,2 £ 0,1). El menor nivel de CC en
el grupo Control en los dias 7 y 14 PP coincide
con un mayor nivel de BHB en el mismo perio-
do haciendo suponer que podra haberse alterado
el status energético para los animales del grupo
Control puntualmente en este momento.

La suplementacion con granos de oleaginosas no
afecto la produccion ni la composicion de leche,
lo que concuerda con el hecho que el consumo
de ENL y proteina no habria diferido de forma
importante entre tratamientos. La suplementaci-
on tampoco afectd ni la produccion de grasa y
proteina al igual que lo reportado por He y col.
(2005) y Mendoza y col. (2008) trabajando con
GGE o Chilliard y Ferlay (2004) trabajando con
GS. Se sugiere que, en la medida que no se su-

pere el 6% de extracto etéreo en la dieta com-

N° 194

pleta, no se esperaria observar diferencias en los
niveles de grasa en leche. El bajo nivel de suple-
mentacion con granos oleaginosos, asi como por
el alto nivel de fibra que contiene la céscara de
estos granos, contribuirian a explicar por qué no
se observaron efectos adversos sobre la secreci-
on de grasa lactea. Adicionalmente, tomadas en
conjunto estas variables sugieren que la energia
secretada en leche fue similar para los tres trata-
mientos.

La suplementacion con grano de girasol o soja
no tuvo un efecto significativo sobre la concen-
tracion plasmatica de NEFA a diferencia de lo
reportado Mendoza y col. (2008). Esto concor-
daria con un similar balance energético en los
animales, dado por similares niveles de lipomo-
vilizacion y produccion y composicion de leche
para los tres tratamientos. Aunque en el caso de
BHB hubo mayores niveles en los dias 7 y 14
PP en el grupo Control. Esto se podria explicar
a través de los diferentes origenes del BHB sé-
rico. Este se produce tanto en el higado por la
mayor movilizaciéon de tejido adiposo, como por
la absorcion de acido butirico en la pared de los
preestomagos en la cual se hidroxila, por lo que
suponemos podria ser un reflejo del aumento de
consumo de pasturas durante éste periodo aunque
este parametro no fue medido en nuestro trabajo.

En el caso del colesterol el grupo Soja tuvo un

VETERINARIA (Montevideo) - Vol. 50 - Afio 2014
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mayor nivel al dia 35 PP aunque no tenemos una
explicacion para este aumento. Con respecto a la
interaccion tratamiento por observacion encon-
trada en los niveles de urea sérica no se podria
atribuir al consumo de PC ya fue similar en los
grupos al igual que la produccién de proteina en
leche, aunque es posible que haya habido diferen-
cias en la degradabilidad de la proteina ingerida
entre tratamientos que expliquen parcialmente
estos resultados.

No se encontraron diferencias en ninguna de las
variables reproductivas evaluadas luego de su-
plementar con lipidos en el PP, a diferencia de
lo reportado por Mendoza y col. (2008); en este
ultimo trabajo las vacas primiparas suplemen-
tadas con el mismo nivel de GGE que en este
experimento, tuvieron un IPOV mads corto que
las no suplementadas; sin embargo, este efecto
no fue observado en las vacas multiparas. Esta
diferencia se podria explicar por el mayor nivel
de CC al parto en nuestro experimento (CC 3,2)
comparado con el de Mendoza y col. (2008) (CC
2,4). La mayor CC podria enmascarar el posible
efecto que podria tener la suplementacion lipidi-
ca sobre esta variable, ya que para algunos auto-
res (Bellows y col. 2001; Funston 2004; Boken
y col. 2005), las vacas en situacion de estrés son
las que tienen mayor probabilidad de responder

a la suplementacion con lipidos, pero no aquellos

VETERINARIA (Montevideo) - Vol. 50 - Afio 2014

animales con un adecuado estado nutricional. El
IPOV fue similar al reportado en otros trabajos
nacionales en vacas primiparas (Cavestany y col.
2009; Crespi, 2011) y menor a lo reportado por
Adrien (2010).

Tampoco se encontrd un efecto de la suplemen-
tacion con lipidos sobre el didmetro maximo del
FD de la primera onda PP al igual que lo reporta-
do por Mendoza y col. (2008). Podemos suponer
que de por si la buena CC al parto, asegurd que
las vacas volvieran a ciclar rapidamente luego
del parto al igual que lo reportado por Cavestany

y col. (2001).

CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que la suplementaci-
6n de vacas primiparas a inicio de lactancia con
GGE o GS no afecta el consumo, la produccion
de leche, la concentracion de solidos, o el reini-
cio de la actividad ovarica PP, cuando se ofrecen
dietas isoenergéticas e isoproteicas.

La ausencia de efectos indeseables sobre el con-
sumo o produccioén y composicion de leche a los
niveles de suplementacion usados en los experi-
mentos sugiere que podrian utilizarse tanto GGE
como GS como fuente sustituta de energia y/o
proteina para incluir en la dieta de vacas lecheras
en lactancia temprana manejadas en sistemas de

base pastoril.
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La restriccion en el tiempo de acceso al forraje en ovinos
alimentados con pastura de buena calidad afecta algunos

grupos microbianos ruminales

The restriction in the time of access to forage in ovine fed a high quality
pasture affect groups of ruminal microorganisms
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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de restringir el tiempo
de acceso al forraje y del tiempo desde el inicio
de la ingesta, sobre diferentes grupos bacterianos
ruminales. Seis borregos fistulados, alojados en
jaulas individuales, consumiendo Unicamente
forraje fresco (88% leguminosas) fueron distri-
buidos en 2 grupos: 24h y 6h (forraje disponible
todo el dia y 6 h/dia, respectivamente). Luego de
30 dias de adaptacion, se extrajeron muestras de
contenido ruminal (liquido + s6lido) para estudiar
la microbiota de cada grupo (24h vs. 6h). En los
animales con acceso restringido al forraje (grupo
6h) se compar6 también la microbiota entre las
horas 0, 4 y 8 desde el inicio de la ingesta. Las
muestras se analizaron por FISH (Fluorescence

in situ hybridization), utilizando sondas para el

SUMMARY

The effects of restricting the time of access to
forage and of the time from the beginning of the
intake on different groups of ruminal microbes
were studied. Six fistulized wethers, allocated in
individual cages, consuming only fresh forage
(88% legumes) were separated in 2 groups: 24h
and 6h (forage available during all the day and
6 h/d, respectively). After 30 days of adaptation,
ruminal content samples (fluid + solid) were ex-
tracted to evaluate the microbiota of each group
(24h vs. 6h). In animals with restricted access to
forage (6h group) the microbiota was also com-
pared among 0, 4 and 8 hours from the begin-
ning of the meal. The samples were analyzed by

FISH (Fluorescence in situ hybridization), using
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Dominio Bacteria (Eubacterias), bacterias fibro-
liticas (Ruminococcus albus y flavefaciens), pro-
ductoras de lactato (Streptococcus spp.) y consu-
midoras de lactato (Megasphaera elsdenii, Pro-
pionibacterium spp., Selenomonas ruminantium).
El pH ruminal no fue afectado por la restriccion,
pero R. albus, R. flavefaciens y S. ruminantium
fueron mas abundantes para el grupo 24h. Den-
tro de los animales sometidos a restriccion las
Eubacterias tendieron a ser menos abundantes a
las horas 4 y 8, cuando el pH ruminal también fue
menor respecto a la hora 0, posiblemente debido
al ingreso de alimento fresco. No se observaron
diferencias entre grupos bacterianos debidas al

horario de muestreo.

Palabras claves:
pastura templada, microbiota ruminal, bacterias

fibroliticas, Selenomonas ruminantium

INTRODUCCION

En los sistemas semi-intensivos pastoriles de
produccion de rumiantes es habitual que se limi-
te el tiempo de acceso diario a la pastura, tanto
por el cuidado de los animales como de la propia
pastura. Es sabido que la restriccion en el tiem-

po de acceso al alimento genera cambios en la
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afecta algunos grupos microbianos ruminales

probes targeting the Domain Bacteria (Eubacte-
ria), fibrolytic (Ruminococcus albus and flave-
faciens), lactate-producing (Streptococcus spp.)
and lactate-consuming (Megasphaera elsdenii,
Propionibacterium spp., Selenomona ruminan-
tium) bacterias. The ruminal pH was not affected
by the restriction, but R. albus, R. flavefaciens
and S. ruminantum were more abundant for the
24h group. Within the animals under restriction
the number of Eubacterias tended to be lower al
hours 4 and 8, when ruminal pH was lower too,
regarding to the hour 0, possibly due to the en-
try of fresh food. There were not differences be-
tween bacteria groups due to the sampling time

were not observed.

Key words:
temperate pasture, ruminalmicrobiota, fibrolytic

bacteria, Selenomonas ruminantium

fermentacion ruminal, en general vinculadas a
fluctuaciones en el pH (Freer y col., 2007) debi-
das a las elevadas tasas de ingestion en los mo-
mentos del dia en que el alimento esta disponible
(Forbes y Mayes, 2002). Este tipo de variacion
ha sido comunicada no solo cuando se utilizan

dietas con elevada proporcion de concentrados,
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sino también al utilizar forrajes muy fermenta-
bles como tnico alimento de la dieta, y tanto en
bovinos (Félix y col., 2011a,b) como en ovinos
(Cajarville y col., 2006). Los trabajos anteriores
sugieren que la restriccion del tiempo de acceso
al forraje podria afectar la microbiota ruminal o
su actividad, aun cuando no se incluyan concen-
trados en la dieta. Si consideramos que, entre los
distintos grupos bacterianos, las bacterias fibroli-
ticas son las mas sensibles a variaciones en el pH
ruminal y que presentan las tasas de crecimiento
mas bajas dentro de la poblacién ruminal (Arcuri
y col., 2011), la restriccion en el tiempo de acceso
al forraje podria afectar este grupo en particular,
lo que en sistemas de alimentacion a base de for-
rajes, podria ser una limitante importante para el

aprovechamiento digestivo de la dieta.

La mayor parte de los microorganismos rumina-
les son anaerobios estrictos o facultativos, no cul-
tivables, lo que dificulta su estudio mediante mé-
todos convencionales de cultivo, particularmente
cuando se intentan estudiar grupos especificos de
microorganismos. El uso de técnicas moleculares
(Kamra, 2005) ha permitido un avance en este
sentido. Particularmente, la técnica Fluorescens
in situ hybridization (FISH) permite detectar mi-
croorganismos mediante la hibridacion del ARN

ribosomal utilizando sondas especificas conjuga-
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das a fluoroforos (Lascano y col., 2009).

Este trabajo integra una serie de estudios con un
objetivo comun: evaluar el efecto del tiempo de
acceso al forraje sobre el consumo y el aprove-
chamiento digestivo del mismo. La hipdtesis de
este estudio en particular, es que la restriccion en
el tiempo de acceso al forraje de una pastura tem-
plada genera fluctuaciones en ecosistema ruminal
que afectan en forma diferencial a las distintas
poblaciones de microorganismos ruminales. El
objetivo de este estudio fue cuantificar y compa-
rar distintos grupos de la microbiota bacteriana
ruminal en animales alimentados con una pastura
como unico alimento, a la que tenian acceso du-
rante todo el dia o durante un periodo de tiempo
restringido. Asimismo, en los animales sometidos
a alimentacion restringida, se estudio la evoluci-
on diaria de estos grupos bacterianos en relacion

al inicio de la ingesta.

MATERIALES Y
METODOS

El experimento se llevo a cabo en el Campo Ex-
perimental de Libertad - Facultad de Veterinaria,
UdelaR (34°S y 55°0), Departamento de San
José. Todos los procedimientos fueron realizados

de acuerdo a los principios bioéticos y protoco-
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los de supervision propuestos por la Comisioén
Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA)
de la UdelaR. Como ya se menciono, este traba-
jo forma parte de una serie de estudios sobre los
efectos de restringir el tiempo de acceso al forraje
sobre el aprovechamiento digestivo en rumiantes.
Asi, en un articulo recientemente publicado (Pé-
rez-Ruchel y col., 2013) se presentan resultados
de otras variables (digestion y ambiente ruminal)

medidas en este mismo experimento.

Animales, dietas y disefio experimental

Se utilizaron 6 borregos (1 a 2 afios de edad),
Corriedale x Milchschaf (47,8 + 6,4 kg de peso
vivo (PV)), fistulizados en rumen y con sonda
permanente. Los animales fueron alojados en
jaulas metabolicas individuales, bloqueados por
PV (3 bloques) y distribuidos al azar en 2 grupos
con alimentacion diferente: 24h: acceso al forraje
durante todo el dia y 6h: acceso al forraje durante
un periodo de tiempo restringido de 6 h por dia
(7:00 — 13:00 h). Todos los animales fueron ali-
mentados Gnicamente con forraje proveniente de
una pastura compuesta principalmente por 88%
(base seca) de leguminosas: Lotus corniculatus
(80%) y Lolium multiflorum, Trifolium praten-

se 'y T. repens, con una disponibilidad inicial de
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2065 kg MS/ha. La pastura contenia 29,5% de
MS y 44,4% de FND; 28,5% de FAD y 12,8%
de PB; en base seca. Los animales tuvieron libre
acceso al agua en bebederos y se les ofrecio el
forraje fresco sin restriccion de cantidad durante
el tiempo establecido para cada tratamiento (todo
el dia o 6 h por dia). El forraje fue cortado dia-
riamente a 5 cm del suelo con una segadora de
disco y ofrecido inmediatamente luego del corte
que fue a las 07:00 h. Para el grupo 24h, cada dia
se refrigerd el forraje cortado para ofrecerlo lue-

go de la hora 6 en relacion al inicio de la ingesta.

Luego de un periodo de adaptacion de 30 dias, se
extrajeron muestras del contenido ruminal (liqui-
do + so6lido), a partir del fondo del saco ventral
del rumen mediante la sonda ruminal, para reali-

zar 2 estudios diferentes:

Estudiol: evaluacion de la microbiota ruminal de
los animales sometidos a los distintos esquemas
de alimentacion. Para esto se extrajeron mues-
tras de contenido ruminal a las 4 horas luego del
inicio de la ingesta en ambos grupos (24h y 6h).
Dicho horario de muestreo se selecciond en base
a los resultados de pH ruminal obtenidos en el
mismo experimento (Pérez-Ruchel y col., 2013);
la hora 4 fue la hora con menor pH, indicando

una mayor actividad microbiana.
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Estudio 2: evolucion de la microbiota ruminal en
animales con acceso restringido al forraje. Para
esto las muestras fueron extraidas solamente de
los animales sometidos al tratamiento 6h, a los
tiempos 0, 4 y 8 horas luego del inicio de la in-

gesta.

Mediciones, andlisis y calculos

Inmediatamente luego de extraidas las mues-
tras, se midio el pH del contenido ruminal con
un pHmetro (eChem Instruments Pte. Ltd., Oak-
ton, Singapur). El contenido ruminal present6 un
porcentaje de materia organica (MO) de 82,6 %
(determinado a 520 °C durante 3 h), 10 mL de
contenido ruminal fueron mezclados con 10 mL
de buffer salino fosfatado (PBS) suplementado
con 0,025 g/L de Na,-Cisteina (PBS-Cys). Inme-
diatamente, la suspension resultante se procesod
en un homogeneizador Stomacher 80 LabBlen-
der (Seward, UK) durante 60 segundos a maxima
velocidad. Estos procedimientos fueron realiza-
dos para disgregar la fase so6lida y con el fin de
mantener las condiciones reductoras y anaero-
bias de la muestra. Las muestras fueron fijadas
en etanol absoluto (1:1) a 4 °C por 24 h y luego
almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion. Pos-

teriormente las muestras fijadas fueron diluidas
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y se filtraron utilizando filtros ISOPORE de 0,2
pum (MILLIPORE, Irlanda) que se almacenaron
a -20 °C hasta su utilizacion. Posteriormente se
permeabilizaron las células bacterianas fijadas
para facilitar el ingreso de las sondas. Para ello
los filtros se incubaron con lisozima (10 mg/mL),
a 37 °C durante 1 hora, y luego con proteinasa k
(0.09 u/mL) en buffer TE (10 x), a 37°C durante

15 minutos.

Las hibridaciones fueron realizadas sobre los seg-
mentos de filtro segiin Pernthaler y col. (2003).
Las sondas dirigidas al ARNr16S bacteriano asi
como el porcentaje de formamida utilizado se
presentan el Cuadro 1 y han sido previamente

utilizadas (Fraga y col., 2013).

Se utiliz6 una mezcla equimolar de 3 sondas para
la deteccion de miembros del Dominio Bacteria
(Amann y col., 1990; Daims y col., 1999). Las
sondas estuvieron dirigidas a detectar grupos y
especies bacterianas tradicionalmente asocia-
das a miembros de la microbiota ruminal con
diferentes funciones. Se utilizaron sondas de
oligonucledtidos especificas dirigidas a bacte-
rias fibroliticas: Ruminococcus albus y Rumi-
nococcus flavefaciens, consumidoras de lactato:

Selenomonas ruminatium, Propionibacterium

spp., Megaesphaera eldesnii, y una sonda para
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Cuadro 1. Sondas de oligonucleétidos para FISH

Sonda Secuencia de la sonda (5’-3’)* % formamida
Selenomonas ruminantium CCCATCTTTGCGGCAGGTTG 40
Megasphaera elsdenii ACCCGTTTGCCACTCGAATC 30
Ruminococcus albus TGCGGTTAGAACACAGGC 30
Propionibacterium spp. AATTCCATTCTCCCCTACCTTC 50
Streptococcus spp. GTAGGCAGGTTACCTACGCG 50
Ruminococcus flavefaciens CCCTCTCTCTAAGGTAGG 10
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Eubacteria
GCAGCCACCCGTAGGTGT 35
GCTGCCACCCGTAGGTGT

*Sondas marcadas con FITC en el extremo 5’ (Fraga y col., 2013)

detectar Streptococcus spp., dada su relevancia
en la acidosis de rumiantes. Para cada filtro, se
contaron aproximadamente 1000 células totales
(marcadas con DAPI: fluorocromo que tifie todo
el ADN de forma inespecifica). En esa cantidad
de células totales se hizo el recuento de bacterias
representantes de los diferentes grupos evaluados
y de bacterias totales (detectados con la mezcla
de sondas para Bacteria), luego conociendo la
cantidad de campos en los que se hizo el recuento
(superficie), la cantidad de muestra y dilucion uti-
lizada, se calcul6 el numero total de cada grupo

por mL de contenido ruminal.
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Analisis estadistico

Se analiz6 la normalidad en las variables evalu-
adas mediante Proc. Univariate del SAS® (SAS
Institute, Cary, USA, 2000). Los recuentos de
microorganismos no presentaron una distribuci-
on normal por lo que los datos fueron norma-
lizados mediante la transformacion a log , para
su posterior andlisis mediante el Proc. Mixed del

SAS.

Los grupos bacterianos y los valores de pH ru-
minal se compararon entre animales sometidos a
cada uno de los 2 tratamientos de alimentacion
(24h vs. 6h, Estudio 1), utilizando el modelo Y

=p+T+B,+e,, dondeY, eslavariable depen-
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diente, p es la media general, T, es el efecto fijo
del tratamiento (24h vs. 6h) en , réplicas animales
(n =3 borregos), B, es el efecto aleatorio del blo-

que (=3 bloques) y €, €8 el error residual.

Los recuentos de diferentes grupos bacterianos
ruminales, y los valores de pH ruminal entre ani-
males con acceso restringido al forraje (Estudio
2) a diferentes horarios luego del comienzo de la
ingesta se analizaron como medidas repetidas so-
bre el animal de acuerdo al modelo Y, =n+H,
+ Bj te, donde Yl,jk es la variable dependiente,
u es la media general, H, ¢l efecto fijo hora (h 0,
4y 8) en , réplicas animales (n= 3 borregos), B,
es el efecto aleatorio del bloque (j = 3 bloques),
ye,es el error residual. Las medias de los datos
de los diferentes horarios (hO, h4 y h8) fueron
comparados mediante el test de Tukey. Se acep-
taron como diferencias significativas valores de
P< 0,05 y como tendencia valores de P mayores

a 0,05 y menores a 0,1.
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RESULTADOS

Estudio 1

El recuento de bacterias para los animales con 24
h de acceso al alimento se situ6 en 4,5 x 10'° cel/
mL y el de los animales con acceso restringido en
4,37 x 10'%cel/mL. La restriccion en el tiempo de
acceso no afecto esta variable (P> 0,05), pero mo-
dificé el perfil bacteriano ya que llevo a variaciones
en algunos grupos (Cuadro 2). Los recuentos de R.
albus, R. flavefaciens 'y S. ruminantum fueron mayo-
res en las muestras correspondientes a los animales
del grupo 24h que en aquellas de los animales del
grupo 6h (Cuadro 2), mientras que las poblaciones
de M. elsdenii, Propionibacterium spp., y Streptococcus
spp., no fueron afectadas por los tratamientos. No
se registraron diferencias en el pH ruminal entre

los animales de ambos tratamientos.

Estudio 2.

En el Cuadro 3 se presenta la evolucion diurna
del nimero de microorganismos y del pH ruminal
en los animales alimentados durante 6 h por dia.
Como se observa, si bien el pH ruminal fue menor
alahora 4y 8 en relacion a la hora 0 desde el ini-
cio de la ingesta, los recuentos de bacterias totales,
tendieron a ser menores a las 4y 8 h (P = 0,077)

sin diferencias para las distintos grupos bacteria-

nos analizados.
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Cuadro |l. Recuentos absolutos de microorganismos ruminales (log,, promedio de células/ )

mL) y pH ruminal en animales alimentados con forraje fresco durante 24h o 6h por dia —

-

Tiempo de acceso al forraje E

ESM P =

24h 6h o
Eubacterias 10,4 10,1 0,13 0,145
M. elsdenii 9,63 8,76 0,36 0,166
Propionibacterium spp. 8,98 8,64 0,14 0,215
R. albus 9,13 8,74 0,10 0,052
R. flavefaciens 9,08 8,71 0,09 0,041
S. ruminantum 8,89 8,37 0,08 0,008
Streptococcus spp. 7,86 7,88 0,14 0,924
pH 6,75 6,77 0,10 0,842

SEM: error estandar de las medias; para cada fila letras diferentes entre medias son diferen-
tes significativamente (P < 0,05).

Cuadro [ll. Recuentos absolutos de microorganismos ruminales (log,, promedio de c¢lulas/
mL) y pH ruminal en animales alimentados durante 6 h a las horas 0, 4 y 8 desde el inicio de la
ingesta
Tiempo desde el inicio de la ingesta
ESM P
Oh 4h 8h
Eubacterias 10,44~ 10,09¥ 10,20¢ 0,08 0,077
M. elsdenii 8,83 8,76 9,07 0,27 0,723
Propionibacterium spp. 8,85 8,64 9,18 0,24 0,302
R. albus 8,96 8,74 9,10 0,21 0,527
R. flavefaciens 8,90 8,71 9,14 0,35 0,716
S. ruminantum 8,91 8,37 8,91 0,30 0,408
Streptococcus spp. 7,87 7,88 8,11 0,24 0,747
pH 7,27 6,51° 6,52° 0,18 0,006

SEM: error estandar de las medias; para cada fila letras diferentes entre medias son diferentes significativamente
(P<0,05).
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DISCUSION

El tiempo de acceso al forraje no afectd la
cantidad de bacterias totales. Los recuentos de
bacterias totales que se ubicaron en torno a 10"
células/mL de contenido ruminal, se encuentran
dentro de las cantidades descritas en la literatu-
ra (Kamra, 2005; Arcuriy col., 2011). Algunos
grupos bacterianos fueron afectados en forma
importante por la restriccion. En particular, las
especies fibroliticas R. flavefaciens y R. albus

se vieron significativamente disminuidas en los
animales que consumieron pastura solamente
durante 6 h al dia. Las bacterias fibroliticas son
sensibles a variaciones en el pH ruminal y de-
penden del N-NH, ruminal ya que lo utilizan
como principal fuente de nitrégeno (Bryant y
Robinson, 1961; Grant y Mertens, 1992). En
este experimento los valores de pH ruminal fue-
ron cercanos a la neutralidad y similares entre
tratamientos. Por otra parte no se observaron
diferencias entre tratamientos en las concentra-
ciones de N-NH.. En el otro estudio derivado de
este mismo experimento mencionado, en el que
se determing la concentracion de N-NH, durante
24 h, la concentracion media fue de 23,7 y 23,5
mg/dL (para animales alimentados durante todo
el dia o durante 6 h/d, respectivamente), ubican-

dose los valores minimos en niveles superiores
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a 16 mg/dL (Pérez-Ruchel y col., 2013), lo que
se situa por encima de los niveles minimos ne-
cesarios para el Optimo crecimiento microbiano
(Satter y Slyter, 1974). Ninguno de estos dos
factores (pH y concentracion de amonio) parece
haber estado relacionado con la menor concen-
tracion de bacterias fibroliticas observadas en
este experimento, por lo que estos grupos serian
sensibles a otras variaciones del ambiente rumi-
nal. Consistentemente con el resultado anterior,
cuando se evalu¢ la actividad fermentativa del
indculo ruminal de estos mismos animales sobre
un sustrato fibroso (paja de trigo) mediante la
técnica de produccion de gas, se observé que

el inoculo de los animales alimentados durante
6 h/d present6 una menor actividad, generando
menor volumen de gas (Pérez-Ruchel y col.,

2013).

Otra especie afectada por la restriccion alimenti-
cia fue S. ruminantium, bacteria muy importante
en el control de la acidosis subclinica ya que es
capaz de consumir lactato y producir propionato
(Strobel and Russell, 1986) que se absorbe por
la pared ruminal. Este resultado podria estar in-
dicando una situacion mas desfavorable para las
bacterias consumidoras de lactato en aquellos

animales sometidos a restriccion.
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La disminucion observada en las especies de bac-
terias fibroliticas estudiadas y en S. ruminantium
(consumidora de lactato), podria explicarse por
la menor disponibilidad de sustratos (dada por un
menor consumo de MO) y/o por el menor tiem-
po de retencion del alimento en el rumen, am-
bos resultados observados por Pérez-Ruchel y
col. (2013) en este mismo experimento para los
animales alimentados durante 6 h en comparaci-
on con los alimentados durante todo el dia. En
este sentido, es de considerar el hecho de que las
bacterias fibroliticas, ademas de presentar eleva-
dos tiempos de generacion, deben adherirse a la
particulas de la fibra vegetal para poder digerirla
(Krause y col., 2003), lo que haria mas sensible
a este grupo a disminuciones en el tiempo de re-

tencion ruminal.

En los animales alimentados durante un periodo
de tiempo restringido, el numero de bacterias to-
tales tendio a ser inferior a las 4 y 8 horas desde
el inicio de la ingesta, respecto a la hora 0. Este
resultado coincide con lo reportado por Lascano
y col. (2009), quienes evaluando diferentes nive-
les de concentrados y de levaduras en vaquillo-
nas lecheras, encontraron que los recuentos de
células viables disminuyeron desde el inicio de la
alimentacion hacia la hora 4 y al mismo tiempo

aumentaron las células muertas. Segun Arcuri y
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col. (2011), a partir del inicio de la ingesta ocur-
riria una reduccién en el nimero de microorga-
nismos por mL de contenido ruminal debido a un
aumento en la dilucion del mismo causada por el
ingreso de alimento fresco, agua y saliva al reti-

culo-rumen.

CONCLUSIONES

El tiempo de acceso de los anmales al forraje
afectd la microbiota ruminal. La restriccion en el
tiempo de acceso al forraje disminuy6 las canti-
dades por mililitro de contenido ruminal de las
bacterias fibroliticas y consumidoras de lactato
estudiadas. Estos cambios se produjeron sin mo-
dificaciones del pH ruminal, y podrian tener rela-
cion con un transito digestivo mas acelerado. En
los animales que fueron alimentados durante 6 h
por dia, si bien el nimero de bacterias totales fue
menor a las horas 4 y 8 en relacion al inicio de la
ingesta, no se encontraron diferencias entre horas

en los grupos bacterianos estudiados.
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Intoxicacion espontanea y experimental por Quercus robur
(roble inglés) en bovinos en Uruguay

Spontaneous and experimental poisoning by Quercus robur
(English oak) in bovine in Uruguay

Dutra F.", Romero A.', Trelles, P?, Arruti F.2,

Ferres, J.2, Quinteros C.’

RESUMEN

Se describe por primera vez en Uruguay la intoxi-
cacion espontdnea y experimental por arboles de
roble de la especie Quercus robur L. (Fagaceae).
Tres focos ocurrieron en dos predios en los me-
ses de mayo de 1997, 2001 y 2013, todos en el
departamento de Maldonado, donde es comun la
existencia de grandes robledales. Enfermaron 15
de 90 novillitos sobreafios en 1997, 7 de 74 en
el 2001 y 10 de 60 en el 2013, con una letalidad
del 26,6%, 14,2% y 30,0%, respectivamente. Los
animales presentaban constipacion, debilidad y
adelgazamiento progresivo, uremia con niveles
elevados de urea y creatinina en sangre, rifiones
palidos, edema perirrenal y ulceraciones del es6-

fago a la necropsia, y lesiones de nefrosis toxica

SUMMARY

Three outbreaks of intoxication by Quercus ro-
bur L. (Fagaceae) are described for the first time
in Uruguay. Spontaneous cases occurred in May
(autumn) of 1997, 2001 and 2013, all in the de-
partment of Maldonado where it is common the
existence of large oak forests. Fifteen of 90 1-2
years-old steers were affected in 1997, 7 of 74 in
2001 and 10 of 60 in 2013, with a case fatality
rate of 26.6% , 14.2% and 30.0%, respectively.
The animals showed constipation, weakness and
progressive loss of weight, uremia with elevat-
ed levels of urea and creatinine. Pale kidneys,
perirenal edema and ulceration of the esophagus
were found at necropsy and severe toxic nephro-

sis at histopathology. Acorns were found in the
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severa a la histopatologia. Gran cantidad de bello-
tas se encontraron en el contenido ruminal de uno
de los animales necropsiados. La enfermedad se
confirm6 experimentalmente en 2 terneros de 5-6
meses de edad a los que se administr6 por via oral
10,7 kg y 22,8 kg hojas y bellotas de Quercus
robur repartidas en dosis de 15-30 g/kg durante
22 y 30 dias, respectivamente. El examen macro
y microscopica mostrd edema perirrenal mode-
rado, rifiones palidos y nefrosis tubular aguda en
ambos animales, lesiones similares a los casos de
campo que confirman la intoxicacion espontanea

por Quercus robur.

Palabras clave:
bovino, nefrosis toxica, roble ingles, Quercus

robur.

INTRODUCCION

La intoxicacion de bovinos por arboles del género
Quercus spp. (Roble) es una enfermedad de am-
plia distribucion en el hemisferio norte pero que
puede ocurrir donde sea que existan montes de
roble (Burrows y Tyrl, 2013). La mayoria de los
casos se reportan en el sudoeste de Estados Uni-
dos, Canadé, Europa del Norte, Balcanes y Rusia
(Dollahite y col., 1966; Garg y col., 1992; Dirk-

seny col., 2005). En el Reino Unido, la enferme-
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rumen contents of one of the necropsied animals.
The disease was confirmed experimentally in two
calves 5-6 months of age, which were dosed oral-
ly with 22.8 kg 10.7 kg of acorns and leaves of
Quercus robur, divided in several doses of 15-30
g/kg during 22 and 30 days, respectively. In both
experimental animals, macro and microscopic
examination showed perirenal edema, pale kid-
neys and acute tubular nephrosis, lesions com-
parable to field cases which confirm the sponta-

neous poisoning by Quercus robur.

Keywords:

Bovine, toxic nephrosis, oak poisoning, Quercus

robur.

dad se asocia a veranos largos y calurosos que
disminuyen la disponibilidad de forraje alternati-
vo y a vientos fuertes que voltean gran cantidad
de bellotas bajo los bosques (Wiseman y Thomp-
son, 1984). En California, EEUU, solo en el mes
de abril de 1985 murieron mas de 2700 terneros
en 60 ranchos de 3 condados a consecuencia del
clima frio, la escasez de forraje y tormentas de

nieve (Spier y col., 1987). En Texas la enferme-
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dad es endémica estimandose las pérdidas en mas
de 1000 cabezas al afio (Dollahite y col., 1966).
En el hemisferio sur la intoxicacion se ha reporta-
do en Sudafrica (Kellerman y col., 1988), Austra-
lia y Nueva Zelandia (Parton y Bruere, 2002). En
Sudamérica, existe solo un reporte de intoxicaci-
on espontanea por Quercus sp. (€specie no repor-
tada) en bovinos en Argentina (Odriozola y col.,
1990). La intoxicacion espontdnea por Quercus
spp. se ha reportado también en equinos (Maxie y
Newman, 2007), ovinos (Ben Salem y col., 2003)
y animales salvajes como el alce y la llama (Vi-
keren y col., 1999; Chamorro y col., 2013).

Aunque todas las especies de Quercus y de sus
innumerables hibridos se consideran potencial-
mente toxicos, solo algunas se han implicado en
mortandad de animales (Burrows y Tyrl, 2013).
Su toxicidad se atribuye al alto contenido en tani-
nos hidrolizables, en particular galotaninos y ela-
gitaninos, que pueden alcanzar concentraciones
de hasta 23% (g/kg MS de acido tanico equiva-
lente, método Folin-Ciocalteu) en hojas jovenes
y bellotas verdes, las partes mas toxicas del roble
(Doce y col., 2012). Si el consumo es modera-
do la mayoria de los taninos hidrolizables y sus
productos de degradacion ruminal (acido galico,
digélico, elagico, y otros polifenoles) se eliminan
por el tracto digestivo unidos a las proteinas de

la dieta (Makkar, 2003), pero si la ingesta es alta,
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y especialmente luego de periodos de inanicion
prolongados (Pérez y col., 2011), la cantidad y
velocidad de absorciéon de los compuestos fe-
nodlicos aumenta por el efecto astringente de los
taninos sobre la mucosa intestinal, se excede la
capacidad de detoxificacion del higado y la des-
truccion de los tejidos se produce en los sitios de
mas alta concentracion de las toxinas (Burrows y
Tyrl, 2013). En los bovinos, la destruccion tisular
se produce principalmente en los rifiones donde
la injuria se caracteriza por degeneracion y ne-
crosis tubular aguda (Maxie y Newman, 2007,
Pérez y col., 2011). Si la dosis es muy alta tambi-
én aparecen lesiones degenerativas en el higado
que contribuyen a la muerte de los animales (Ma-
xie y Newman, 2007). Los bovinos afectados de-
sarrollan un cuadro de insuficiencia renal aguda
o subaguda caracterizada por pérdida de estado
corporal, pelaje hirsuto, abdomen retraido, cons-
tipacion y diarrea intermitentes, y mucus o sangre
en las heces (Dirksen y col., 2005).

En Uruguay el Q. robur, “roble inglés” o “roble
europeo” fue la primera especie de roble intro-
ducida en el siglo XIX en Uruguay y es la mas
difundida. Se lo encuentra principalmente como
ejemplares ornamentales aislados y también en
grandes robledales como montes de abrigo y
sombra (Ing. Agr. Radl Nin, comunicacidn per-

sonal, 2007). Otras especies de roble introduci-
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das en Uruguay son el Quercus ilex o Encina,
Quercus suber o roble corcho, especie encontra-
da fundamentalmente en las zonas de vifiedos,
el Quercus rubra o roble americano (Ing. Agr.
Raul Nin, comunicacion personal, 2007) y en
los ultimos 20 anos el Quercus pallustris, muy
utilizado en parques y jardines por sus hojas de
color rojizo en el otofio (Ing. Agr. Carlos Brussa,
comunicacion personal, 2007).

En el presente trabajo se comunica por primera
vez en Uruguay la intoxicacion espontanea y

experimental por Quercus robur en bovinos.

MATERIALES Y
METODOS

El diagnoéstico patologico de los casos esponta-
neos y la reproduccion experimental de la enfer-
medad se realizaron en el Laboratorio Regional
Este, DILAVE Miguel C Rubino, Treinta y Tres,

Uruguay.

Casos espontaneos

Los datos epidemioldgicos, clinicos y patologi-
cos de tres focos de intoxicacion ocurridos en
dos predios rurales diferentes, ambos ubicados
en el departamento de Maldonado, fueron reca-
bados en las visitas realizadas a los estableci-

mientos afectados. Se realizaron 2 necropsias

completas en el primer foco (Casos N° 1y 2)y
se procesaron macroscopicamente drganos y vis-
ceras refrigeradas de 1 animal del segundo foco
(Caso N° 3) y de 2 casos del tercer foco (Casos
N° 4 y 5). Del tercer foco se realizd6 ademas la
bioquimica sanguinea de 2 animales clinicamen-
te afectados. Para la histopatologia, muestras de
distintos 6rganos, incluyendo los rifiones, se fija-
ron en formol bufferado al 10%, se deshidrataron
en alcohol, se incluyeron en parafina, se cortaron
a 5-7 um de espesor y se colorearon con Hemato-

xilina y Eosina (H&E).

Reproduccion experimental

El protocolo de investigacion se realiz6 siguien-
do las normativas y con la aprobacion de la Co-
mision Honoraria de Experimentaciéon Animal
(CHEA) de la Universidad de la Republica.

En los meses de mayo y agosto de 2007 se colec-
taron muestras de hojas, rebrotes y bellotas del

robledal del primer predio (Figura 1).

Las muestras se pesaron y se mantuvieron en un
lugar seco durante el periodo experimental de
cada animal. El nivel de taninos y el grado de
toxicidad de las hojas de Quercus no se afectan
por el desecado a distintos niveles de temperatura
y tiempo (Makkar, 2003). Para la reproduccion

experimental se utilizaron dos terneros, machos
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Figura 1. Robledal de Quercus robur L. en predio de paraje Garzén, 13 Seccion Policial de

Maldonado donde ocurrieron dos brotes de intoxicacion. Hojas y bellotas de Q. robur (recuadro).

Fotos tomadas el 13 de mayo 2007.

enteros, de 5-6 meses de edad. Los animales se
pesaron antes y después del experimento y se
mantuvieron con agua ad libitum en un potrero
de campo natural con relativamente buena dispo-
nibilidad de forraje. Al ternero N° 1 (Hereford,
110 kg PV) se le administré manualmente por via
oral 10,7 kg de hojas y bellotas jovenes molidas
repartidas en 6 dosis de 15-20 g/kg de peso vivo
cada 5 dias durante 30 dias. El segundo animal
(Aberdeen Angus, 80 kg PV) recibié una dosis

total de 22,8 kg hojas y bellotas maduras en dosis
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diarias (excepto domingos) de 10-15 g/kg duran-
te 22 dias. Los animales se evaluaron diariamen-
te antes y durante el experimento (temperatura
corporal, frecuencia cardio-respiratoria y movi-
mientos ruminales) y muestras diarias de suero se
congelaron a -20 °C hasta su analisis para urea y
creatinina en el laboratorio de la Facultad de Ve-
terinaria de la Universidad de la Reptblica (Dres.
Luis Barros y Virginia Golberg).

Al final del experimento, los animales se sacrifi-

caron por exsanguinacién aguda previa sedacion
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con xilacina (0,2 mg/kg i/m, Rompun Bayer), se
necropsiaron y muestras de distintos 6rganos se
fijaron en formol bufferado y se procesaron para

histopatologia igual que los casos espontaneos.

Identificacion botanica

Se colectaron muestras de hojas, brotes y bellotas
de los robledales de los 2 predios problema, las
cuales se acondicionaron y se enviaron para su
clasificacion a la Catedra de Botanica de la Fa-

cultad de Quimica (Universidad de la Republica).

RESULTADOS

Descripcion de los brotes

El primer foco ocurrié en mayo de 1997 en un
establecimiento ganadero ubicado en el paraje
Garzon, 13* Secciion Policial del departamento
de Maldonado y en el mismo predio un nuevo
brote ocurrié en mayo de 2001. En ambos casos
se afectaron novillitos de sobreafio de raza He-
reford. En 1997, enfermaron 15 y murieron 4 de
un total 90 animales (morbilidad 16,6%, mortali-
dad 4,4%, letalidad 26,6%), 20 a 30 dias después
de ingresar a un extenso robledal (Figura 1). En
el 2001 de 74 novillitos que estaban pastorean-
do bajo el mismo robledal desde hacia dos me-
ses enfermaron 7 y murié 1 (morbilidad 9,5%,
mortalidad 1,4%, letalidad 14,2%). El tercer foco
ocurrié en mayo de 2013 en un predio ganade-

ro localizado en el paraje Laguna del Sauce, 11?

N° 194

Seccion Policial del departamento de Maldona-
do. En un lote de 60 novillos de 1 a 2 afios de
edad enfermaron 10 y murieron 3 animales (mor-
bilidad 16,6%, mortalidad 5%, letalidad 30%).
Los animales pastoreaban desde hacia meses en
un campo natural con numerosos bosques artifi-
ciales donde predominaban los robles. La bioqui-
mica sanguinea de dos animales enfermos evi-
dencid insuficiencia renal descompensada (sin-
drome urémico) con niveles de urea de 34 y 39
mmol/L (normal 2.00-5.90 mmol/L) y creatinina
de 388 y 794 mmol/L (normal < 115 mmol/L),
respectivamente (Dr. Gonzalo Uriarte, Dpto. de
Patologia Clinica, DILAVE, Montevideo). Los
signos clinicos y patoldgicos eran similares en to-
dos los casos. Los animales mostraban debilidad,
adelgazamiento progresivo, mal estado corporal,
mucosas palidas, taquicardia, compactacion del
rumen y constipacidon con heces secas recubier-
tas de mucus, recuperandose o muriendo al cabo
de 5-7 dias de observarse los primeros signos
clinicos. El examen postmortem de dos animales
del primer foco (casos N° 1 y 2) mostré marcada
deshidratacion, ascitis moderada a severa, ulcera-
ciones severas en tercio distal de es6fago (Figura
2) y en bordes laterales de la lengua, contenido
abomasal hemorragico y hemorragias subendo-
cardicas difusas. Las ulceras de esofago también

se encontraron en el caso N° 5.
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Figura 2. Eséfago de novillo sobreafio (Caso N° 1). Ulceras lineales en tercio distal de eséfago
secundarias a insuficiencia renal cronica (uremia).

Figura 3. Rifién de novillo sobreafio (Caso N° 5). Superficie de corte mostrando la corteza renal
palida e irregular por la nefrosis y la fibrosis cronica.
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En el caso N° 3, el contenido ruminal estaba seco
y compacto y contenia gran cantidad de bello-
tas de roble. Las lesiones mas constantes se en-
contraron en los rifiones, que en todos los casos
estaban firmes, palidos, con el tejido perirrenal
moderadamente edematoso. Al corte, la corteza
era fibrosa, irregular y de color blanco-amarillen-
to (Figura 3).

A la histopatologia, las lesiones a nivel de rifion
eran tipicas de un cuadro nefrotoxico subagudo a
cronico, severo, en los 5 casos diagnosticados. Se

caracterizaban por necrosis de las células epite-

liales de los tubulos contorneados proximales, di-
latacion tubular, formacion de cilindros hialinos
y grados variables de edema y fibrosis intersticial

con distorsion tisular (Figura 4).

La membrana basal de los tibulos se mantenia in-
tacta. Habia hemorragias intratubulares e intentos
de regeneracion tubular. El higado de los novillos
N°1, 3 y 5 mostraba moderada a severa necrosis
de coagulacion de hepatocitos de la region peria-

cinar.

Figura 4. Lesiones nefrotoxicas cronicas en novillo N° 5. Se observa nefrosis con cilindros

hialinos, fibrosis intertubular y distorsion tisular.

N° 194
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Reproduccion experimental

En ninguno de los dos animales experimenta-
les se observaron variaciones significativas en
la frecuencia respiratoria (34,5 + 3,1 resp./min)
(Media+ DS), frecuencia cardiaca (69,1 + 0,06
lat./min) y temperatura rectal (38,6 = 0,17 °C).
Ambos animales mantuvieron el peso duran-
te el periodo experimental. Los andlisis de urea
en suero (3,7 = 0,6 mmol/L) y creatinina (91,0 £
5,59 mmol/L) fueron también normales en ambos
experimentos. Clinicamente, lo mas significativo

en ambos animales fue la constipacion y el te-

nesmo intermitente, con deposicion de materia
fecal seca recubierta de mucus y a veces hilos
de sangre. A la necropsia, en ambos animales los
rifiones estaban hinchados, eran de color blanco
-amarillento, con hemorragias subcapsulares y

un moderado edema perirenal (Figura 5).

A la histopatologia, se encontrd nefrosis leve a
moderada, con degeneracion hidropica de los
tubulos proximales, cilindros hialinos o granu-
lares y moderado edema a nivel del intersticio

intertubular (Figura 6).

Figura 5. Edema peritrenal. Reproduccién experimental (ternero N° 1).
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Figura 6. Microfotografia de rifion de ternero experimental N° 1 mostrando la degeneracion

tubular y el contenido proteindceo en la luz tubular. H&E (400x).

No se encontraron lesiones de significacion pato-
logica en el sistema nervioso central ni en el resto

de los 6rganos examinados histologicamente.

Identificacion botanica

Las muestras de roble fueron identificadas como
Quercus robur L. por el Lic. Eduardo Alonso, Fa-
cultad de Quimica, Montevideo, quedando iden-
tificada en la Catedra de Botanica como MVFQ

N°4302.
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo confirman por
primera vez en el Uruguay la intoxicacion espon-
tdnea y experimental en bovinos por arboles de
roble de la especie Quercus robur. La patologia
clinica, la necropsia y la histopatologia fueron
todos coincidentes con otros trabajos que mues-
tran el caracter nefrotoxico primario del Q. robur
(Spier y col., 1988; Plumlee y col., 1998). Los

brotes fueron de relativamente alta morbilidad
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(9% a 16%) y de evolucién subaguda a cronica,
apareciendo los primeros casos varias semanas
luego del pastoreo bajo los robledales. Esto indi-
ca que las lesiones renales deben ser significati-
vas y superar la reserva metabolica renal antes de
que los animales desarrollen uremia y signos cli-
nicos evidentes (Maxie y Newman, 2007). Otras
plantas nefrotdxicas en bovinos en Uruguay son
el Amaranthus quitensis o “yuyo colorado” (Du-
tra y col., 1993) y la Anagallis arvensis (Rivero
y col., 2001), pero a diferencia del roble estas en-
fermedades son agudas, causan altas mortalida-
des (40% - 50%) y los brotes ocurren en verano
asociados a rastrojos viejos o tierras roturadas
invadidos por dichas plantas. Una enfermedad
neurotoxica cronica similar al roble, conocida
como “Enfermedad de la Isla”, de etiologia ain
no esclarecida, ocurre en bovinos en el noreste
argentino (Sanchez Negrette y col., 2000), mien-
tras que casos idénticos de nefrosis toxica aso-
ciada a la ingestion del arbol Thiloa glaucocarpa
(Combrataceae), el cual contiene gran cantidad
de taninos, se describen en bovinos en la region
semiarida del nordeste de Brasil (Miranda Neto y
col., 2009).

El Quercus robur, roble inglés o roble europeo,
es la especie de roble mas extendida en Uruguay
y se la encuentra comunmente como extensos

robledales principalmente en los departamen-
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tos de Maldonado, Rocha y Lavalleja (Ing. Agr.
Raul Nin, comunicacion personal, 2007). Esto
concuerda con que los brotes por esta especie se
hayan diagnosticados todos en Maldonado, en el
Este del pais. En condiciones naturales, en el he-
misferio norte, las distintas especies de Quercus
son una fuente nutricional importante para los
animales silvestres y el ganado durante gran par-
te del afo, y los brotes solamente ocurren cuando
los animales son forzados a subsistir durante se-
manas o meses bajo los arboles con escaso forra-
je o sin suplementacion (Dollahite y col., 1966;
Wiseman y Thompson, 1984; Spier y col., 1987).
La enfermedad puede ocurrir en cualquier época
del afio siempre que haya penuria forrajera, los
casos generalmente aparecen a fines de verano u
otofio cuando el forraje es escaso y la disponibi-
lidad las bellotas verdes en el sotobosque es muy
alta, o al inicio de la primavera cuando la dispo-
nibilidad de pasto es atin baja y existe una amplia
disponibilidad de rebrotes y hojas jovenes de ro-
ble (Dollahite y col., 1966; Spier y col., 1987).
Factores climaticos como el frio, los vientos fuer-
tes y los temporales pueden forzar a los animales
a consumir hojas y bellotas caidas y rebrotes en
lugar de otros forrajes (Spier y col., 1987). Simi-
lares condiciones epidemioldgicas se dieron en
nuestro caso, ya que todos los focos ocurrieron

en otoflo (mayo), el forraje bajo los arboles era
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escaso y gran parte de la dieta de los animales
estaba compuesta de rebrotes y bellotas, como se
constato en el contenido ruminal de los animales
necropsiados. El uso de heno o concentrados y la
adicion de 5% - 10% de hidroxido de calcio a la
racion para limitar el consumo de roble por parte
de los animales, reducen o previenen la inciden-
cia de la enfermedad (Dollahite y col., 1966b).

La patologia asociada a la intoxicacion por roble
difiere con la especie animal. Los animales mo-
nogastricos desarrollan principalmente lesiones
hepaticas y gastrointestinales, mientras que en
el bovino y otros rumiantes el principal 6rgano
afectado es el rifidn, siendo el higado afectado
solo con altas dosis (Maxie y Newman, 2007).
En el presente estudio, todos los casos de campo
presentaban lesiones renales severas con uremia
y ulceracion del eséfago y, en dos casos, habia
ademas necrosis hepdtica, confirmando que la
dieta en roble de los animales era muy alta. En
la reproduccion experimental, los animales de-
sarrollaron lesiones macroscopicas e histologi-
cas en los rifiones, pero sin lesiones hepaticas
ni cambios significativos en los niveles de urea
y creatinina, indicando que las lesiones fueron
subclinicas. Las lesiones renales eran similares
en ambos terneros, a pesar de que la dosis total
fue de 10,7 kg en un caso y mas del doble, 22,8

kg., en el otro. Esto puede ser debido a que el se-
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gundo animal recibi6 hojas y bellotas maduras,
recolectadas en el mes agosto, que contienen
mucha menor cantidad de taninos hidrolizables
(Burrows y Tyrl, 2013). Los resultados experi-
mentales sugieren que para reproducir clinica-
mente la enfermedad se requiere dosis toxicas
alin mayores que las suministrada en el presen-
te estudio y/o bien un tiempo de dosificacion
mas prolongado. También se ha sugerido que la
ocurrencia de la enfermedad experimental no es
estrictamente dependiente de la dosis, sino que
existe una dosis umbral, y que hay ademas una
considerable variacion de toxicidad entre las
plantas (Dollahite y col., 1966) y, posiblemente,
en la susceptibilidad de los animales individu-
ales debido a diferencias en la microbiota rumi-
nal (Gonzalez-Barrio y col., 2012).

En conclusion, la intoxicacion por Quer-
cus robur es una enfermedad toxica presente
en nuestro pais. La enfermedad es nefrotoxica
y debe sospecharse siempre que los animales
tengan acceso a montes de roble durante varias
semanas o meses. Para el control de la enfer-
medad los animales bajo robledales deben su-
plementarse para evitar una dieta exclusiva con

Quercus robur.
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Hemipelvectomia total em felino com osteosarcoma

pélvico. Relato de caso

Hemipelvectomy in cats with pelvic osteosarcoma. Case report

Izquierdo DFC', Ferrigno CRA?, Rizzo MFCI?, Dal B¢ I,
Valente AF?, Dos Santos JF?, Poletto MF?,

Della Nina MI?, Cavalcanti RAO?, Ferraz VCM?

RESUMO

Apresenta-se caso clinico de felino, macho
e nove anos de idade, com claudicagdo do
membro pélvico esquerdo apos cirurgia de
colocefalectomia, realizada por osteosarcoma
em cabega femoral. Relata-se procedimento
de hemipelvectomia total, anestésico, cuida-
dos pos-operatorios e evolugao do caso até o
obito do animal.

Do presente relato pode se afirmar que a so-
brevida do paciente foi reduzida em fung¢ao do

primeiro procedimento cirurgico.

:Palavras chave:
hemipelvectomia total, neoplasia dssea,

osteosarcoma felino

ABSTRACT

A nine year-old feline male, presented lame-
ness of the left pelvic limb after a femoral head
and neck ostectomy due to osteosarcoma of
the femoral head. This case report describes
the hemipelvectomy procedure, anesthetic
protocols, post-operative care and evaluation
of the patient through life.

Based on the present report we concluded that
an incorrect primary surgical management of
an osteosarcoma results in a bad prognosis

and reduces the life expectancy after diagnosis.

Keywords:
hemipelvectomy, bone tumor, feline

osteosarcoma
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INTRODUCAO

Neoplasias 0sseas primarias podem ocorrer tanto
no esqueleto apendicular quanto axial. Incluem
osteossarcoma, condrossarcoma, fibrossarcoma,
hemangiossarcoma, tumor de células gigantes,
lipossarcoma, osteossarcoma periosteal e paros-
teal, fibrossarcoma periosteal, osteomas, osteoma
multilobular, condroma multilobular, osteocon-
droma e condroma (Schulz, 2008). Tumores 0s-
seos em gatos sdo raros com incidéncia de 4.9%,
sendo malignos entre 67 a 90%. Osteossarcoma
¢ tumor Osseo primario mais comum em felinos,
histolégicamente € composto por células me-
senquimais anaplasicas que produzem osteoide
(Dernell y col., 2007); afeta gatos idosos com
média de 10 anos de idade (Schulz, 2008). Quan-
do localizados no esqueleto apendicular a ampu-
tacdo pode resultar método curativo, com sobre-
vida de 24 ou até 44 meses. Quando localizado
no esqueleto axial o progndstico € pobre, princi-
palmente pela dificuldade de resseccdo (Bitetto y
col., 1987). A probabilidade de apresentacdao de
metastase em gatos € menor que em caes (Dernell
y col., 2007), e a quimioterapia apos remogao do
tumor ndo apresenta vantagens quanto a sobrevi-
da (Turrel y Poll, 1982).

Remocdo de segmento pélvico (hemipelvecto-
mia) ¢ indicado para tratamento de tumores 0sse-

os ou de tecidos moles (Straw y col., 1992; Kra-

VETERINARIA (Montevideo)
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mer y col., 2008), trauma pélvico severo (Kramer
y col., 2008), obstipacdo (Liptak, 1998), e ma
unido (Alexander y Carb, 1979).

Devido a escassa literatura referente aos cuida-
dos pré e pds operatérios em hemipelvectomia
de gatos, decidiu-se relatar caso clinico-cirurgico
de paciente felino submetido ao procedimento de
hemipelvectomia unilateral total apds diagnosti-
co de osteosarcoma apendicular, assim como as
complicag¢des no pds operatorio.

Caso clinico

No comeco do més de dezembro de 2012 foi
apresentado na consulta do Laboratdrio de Orto-
pedia e Traumatologia Comparada, do Hospital
Veterinario da Universidade de Sao Paulo, felino,
macho, nove anos de idade e 5,5 kg de peso, com
impoténcia funcional do membro pélvico esquer-
do. H4 12 meses o paciente havia comeg¢ado com
claudicacdo, e na época, foi levado a consulta em
clinica particular e diagnosticado displasia co-
xo-femoral; como tratamento foi realizado colo-
cefalectomia esquerda. A cabega e colo femoral
foram enviados para exame histopatologico com
resultado de osteosarcoma com moderado grau
de diferenciacdo. A proprietaria recebeu orienta-
¢do de observar a evolucdao do quadro clinico, e
administrar condroprotetor (Artrin®, Laboratorio
Brouwer, Buenos Aires — BA, Argentina) (1/2

comprimido por dia até novas recomendagoes).
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Como resultado deste procedimento cirurgico
0 paciente apresentou piora na claudicacdo do
membro pélvico esquerdo e aumento de volu-
me de tecidos moles. No momento da consulta o
paciente deambulava com claudicacdo grave, na
palpagdo da articulacdo coxo-femoral manifesta-
va-se dor, se evidenciando um grande aumento
de volume, de consisténcia firme com aumento
de temperatura local, além de mobilidade anor-
mal em regido do fémur proximal. Foi realizado

estudo radiografico, e exames laboratoriais (He-

mograma completo, Plaquetas, Func¢do renal e
Funcao hepatica).

Como resultado radiografico evidenciou-se fratu-
ra de fémur esquerdo, acentuada destruicao ossea
com lise em colo e ter¢o proximal do fémur com
discretas proliferagdes difusas e aumento de te-
cidos moles; junto a mé defini¢do do acetébulo,
com reabsor¢ao e proliferacdo periostal em corpo
do ileo. Nao foram evidenciadas metateses pul-
monares (Figura 1). Os exames laboratoriais nao

apresentaram nenhuma alteracao.

Figura 1. - Estudo radiografico evidenciando A e B — fratura de fémur esquerdo com lise do colo

femoral, na projecao cranio-caudal e latero-lateral; C — imagem radiografica do térax sem evidencias

de metastases pulmonares.
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Baseado no resultado radiografico e o laudo his-
topatologico externo confirmando osteosarcoma
decidiu-se realizar hemipelvectomia unilateral

total esquerda.

Procedimento anestésico

Ap6s avaliagdo e exame fisico do animal, optou-
se por utilizar como medicacdo pré-anestésica a
associacdo de metadona (Mytedon, Cristélia,
Sao Paulo, SP) (0,3mg/kg), midazolam (Dormi-
re, Cristalia, Sao Paulo, SP) (0,3mg/kg) e ceta-
mina (Quetamina, Vetnil, Louveira, SP) (1,0mg/
kg) pela via intramuscular. Passados 20 minutos
da aplicagdo, foi administrado propofol (Propo-
van, Cristalia, Sdo Paulo, SP) intravenoso para
inducdo anestésica, quando o animal apresentou
relaxamento adequado foi intubado com sonda
orotraqueal e mantido sob anestesia com isoflu-
orano (Isofluorine, Cristalia, Sdo Paulo, SP) em
100% de oxigénio em circuito com reinalagao.
A frequéncia e ritmo cardiacos, pressao arterial
invasiva (PAi) e saturacdo de oxigénio foram
monitorados de maneira continua durante todo
o periodo transoperatério por meio de monitor
multiparamétrico (Dixtal). Além disso, a pres-
sdo parcial de CO, no ar expirado (ETCO,), bem
como as fracdes inspiradas e expiradas de isoflu-
orano foram acompanhadas através do aparelho

de capnografia (Capndgrafo). J& o hematodcrito

VETERINARIA (Montevideo) - Vol. 50 - Afio 2014

(Ht) foi realizado em intervalos de 30 minutos.

Ap0s estabilizacdo do plano anestésico, foi re-
alizada anestesia peridural, entre as vértebras
L7-S1, pois a regido sacrococcigea estava com-
prometida pelo tumor. Foi administrada a asso-
ciacdo de bupivacaina (Cloridrato de bupivacai-
ne, Hypofarma, Ribeirdo das Neves, MG) (1mg/
kg) e morfina (Dimorf, Cristalia, Sdo Paulo, SP)
(0,1 mg/kg), totalizando o volume de 0,3 mL/kg.
Além disso, durante o procedimento o cirurgido
fez o bloqueio regional dos nervos com bupiva-

caina (1 mg/kg) previamente a sec¢do (Figura 2).

No transoperatdrio, foi necessaria a administra-
cdo de atropina (Pasmodex, Isofarma, Eusébio,
CE) (0,04mg/kg) devido a bradicardia intensa
(30bpm) responsiva ao tratamento. Durante o
transoperatdrio, verificou-se queda da PAi (50
mmHg) que foi incialmente tratada com efedri-
na (Efedrin, Cristalia, Sao Paulo, SP) em bolus
(0,Img/kg); ndo sendo efetiva (PAi 30 mmHg),
iniciou-se infusdo de dopamina (Dopacris, Cris-
talia, Sdo Paulo, SP) (10mcg/kg/min) associada
a solugdo hipertonica 7,5% (4ml’kg) em 10 mi-
nutos. Em seguida, iniciou-se infusdo de coloide
(Voluven, amido hidroxietilico 130/0,4, Frese-
nius Kabi, Barueri, SP) (20mg/kg). Neste mo-
mento, o Ht era 12%, estabelecendo-se imedia-

tamente a transfusdo de sangue total. Ao final do
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Figura 2. — Procedimento cirtrgico, A — aumento de volume na regidio proximal do fémur
esquerdo, B — incisao eliptica desde a asa do ilio até a tuberosidade isquiatica se estendendo na
regido medial, C — ressec¢do tumoral tomando cuidado de ndo perfurar a capsula tumoral, D —
dissecc¢do profunda evitando a lesdo de reto e uretra.
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procedimento, administrou-se dipirona (Analgex em bolsa de fumo, com o objetivo de evitar qual-
V, Agener Unido, Embu-Guacu, SP) (12,5mg/kg) quer tipo de contaminagdo intra-operatoria, e na
e carprofeno (Rimadyl, Pfizer, Sdo Paulo, SP) sequéncia o paciente foi colocado em decubito
(2,2mg/kg) pela via intravenosa. lateral direito. Realizou-se incisdo dorsal que es-

tendeu-se desde a asa do ilio até a tuberosidade
Procedimento cirurgico isquidtica, se continuando na regido medial do
Ap0s tricotomia da regido caudal realizou-se an- membro pélvico. Foi realizada de forma delica-
tissepsia de forma rotineira do membro pélvico, da a divulsdo da musculatura medial incluindo

regido pélvica e abdominal. Colocou-se sutura os musculos sartorio caudal e cranial, pectineo,
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adutor, gracilis, continou-se com divulsdo lateral
incluindo tensor da fascia lata, gliteos superfi-
cial e medio, grupo quadriceps, assim como se-
mimembranoso e semitendineo. No momento da
dissec¢do dorso-lateral tomou-se especial cuida-
do de ndo perfurar a cépsula tumoral. Uma vez
realizada a disseccdo dos tecidos moles proce-
deu-se a desarticulagdo sacro-iliaca, tendo espe-
cial cuidado de ndo expor 6rgaos abdominais. No
momento da dissec¢ao profunda evitou-se a lesao

da uretra e reto, para tal fim foi colocada sonda

urinaria numero seis na uretra para facilitar a sua

identificagao.

O fechamento da musculatura realizou-se de for-
ma delicada com pontos simples de nailon 2-0,
tomando a precauc¢do de ndo deixar espaco mor-
to para evitar formagao de seroma ou necrose
muscular, o subcutaneo foi suturado com capro-
fyl 2-0 e a pele com grampos cirurgicos e pontos
de nailon numero 2-0. Realizou-se colocacao de

dreno e bandagem

Figura 3. Fechamento do defeito, A — aproximagdo muscular, B — pléstica cutinea em H para
fechamento do defeito sem tensdo na sutura, C — colocacdo de grampos cirargicos, D — bandagem

incluindo dreno para evitar formagdo de seromas.
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Cuidados pos-operatorios

Ap6s o procedimento, o animal foi encaminhado
a sala de recuperagdo anestésica, onde se obser-
vou que a analgesia foi efetiva, ndo sendo neces-
sario resgate com outros farmacos.

Por tratar-se de procedimento de grande porte, o
animal foi internado para acompanhamento pds-
transfusional e administragdo dos farmacos anal-
gésicos, dipirona (12,5 mg/kg TID) e carprofeno
(2,2 mg/kg SID) prescritos por 6 dias e tramadol
(Cloridrato de Tramadol, Hypofarma, Ribeirdo
das Neves, MG) (3mg/kg TID) por 15 dias. As
trocas de curativos foram realizadas a cada 24 h.
Para tal fim o paciente permaneceu internado no
Servigo Intensivo de Monitorizagdo do Hospital

Veterinario da USP.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Ap0s 48 horas de pds-operatédrio, o animal apre-
sentou-se palido e prostrado, constatou-se que o
Ht estava em 11%. Contudo como o animal ndo
apresentava sangramento ativo, suspeitou-se de
queda nos niveis de fosforo, o que foi confir-
mado apds dosagem (2,07 mg/dL). Foi realiza-
da reposicao de fosforo em 24 horas, conforme

recomendagOes da literatura. Realizou-se mais

N° 194

uma transfusdo de sangue total e deu-se inicio a
nutricdo enteral por sonda esofagica. Apos quatro
dias, os valores de fosforo foram restabelecidos
(3,42mg/dL) e o Ht manteve-se em 29%. Segun-
do Giger (2005) a hipofosfatemia pode levar a
anemia hemolitica, miopatia, disfunc¢do cardiaca
e disfuncdo neuroldgica. Experimentalmente, a
anemia hemolitica aparece em casos com fosforo
sérico abaixo de 1mg/dL, no entanto, na pratica
encontram-se relatos de animais apresentando
sintomas com fosforo sérico abaixo de 2,5 mg/
dL, valor este que coincide com o paciente ope-
rado. O mesmo autor orienta reposi¢do oral ou
parenteral deste elemento, o que foi realizado de
forma parenteral, com posterior melhora do qua-
dro clinico do paciente. A reposi¢do parenteral
deve ser feita com bastante cuidado pois pode le-
var a hipocalcemia, além de insuficiéncia renal e
calcificacdo distréfica de tecidos moles, que deve
ser corrigida com a parada imediata da infusdo
e inicio do tratamento com gluconato de célcio,
complicacdes estas que ndo foram apresentadas
ap0s reposi¢ao parenteral.

Nos primeiros dias do pds operatdrio imediato o
paciente ndo se alimentou espontaneamente pelo
que foi necessaria colocacgdo de sonda esofagica,
mantida durante 21 dias.

A hemipelvectomia ¢ considerada técnica cirur-
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gica agressiva € necessaria em Varios casos se-
gundo relatado por Straw y col. (1992); Kramer
y col. (2008), Liptak (1998) e Alexander e Carb
(1979). No caso em questdo devido ao diagnos-
tico histopatoldgico e a reagdo periosteal acome-
tendo acetabulo e corpo do ileo, foi a inica op¢ao
terap€utica para o paciente.

Segundo o mencionado por Kramer y col. (2008)
conhecimento anatomico da regido ¢ fundamen-
tal para o bom sucesso do procedimento cirargi-
co, deste modo, foi recomendado o cirurgido mais
experiente do Hospital Veterindrio da USP, com
experiéncia em outros procedimentos similares.
Potencias complicacdes desta técnica cirrgica
relatadas por Kramer; Walsh e Seguin (2008)
incluem hemorragia, hematomas, deiscéncia de
pontos, hérnia, seroma, infec¢ao, ulceras por pres-
sdo, trauma uretral e retal assim como recorréncia
do tumor. O paciente no dia 21 do pds-operatdrio
apresentou deiscéncia de ferida regido isquidtica
de dimensdes 7 x 4 cm, que foi tratada de forma
conservativa com lavados diarios com solugao fi-
siologica e sabdo antisséptico, com posterior ban-
dagem seco-imido. Esta lesdo foi relatada por
Kramer; Walsh; Seguin, (2008) como consequén-
cia de necrose por pressdo sobre as bordas salien-
tes do coto isquiatico, lesdo esta evitada com uma

boa cobertura de tecidos moles no encerramento
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da cirurgia. A lesdo isquidtica cicatrizou com 30
dias apos inicio do tratamento. O paciente con-
tinuou se alimentando normalmente e mantendo
atividades fisicas normais. Sessenta e cinco dias
de pds-operatorio o animal comegou com dificul-
dade para defecar apresentando-se novamente a
consulta, na palpacao retal evidencia-se massa re-
tal dorsal de aproximadamente 3 cm de diametro.
Na avaliacdo radiografica do térax evidenciou-se
pequeno nodulo de radiopacidade agua medindo
cerca de 0,5 cm de didmetro em campo pulmonar
caudal esquerdo, sem alteracdes em topografia
dos linfonodos intratoracicos e espago pleural.
Foram realizados enemas, mas, uma semana de-
pois o proprietario decidiu realizar eutanésia pelo
mau estado geral do animal. Na necropsia obser-
vou-se massa neopldsica aderida aos processos
transversos desde segunda vertebra caudal até a
sexta vértebra lombar, a qual apresentava super-
ficie irregular, multilobulada, consisténcia firme
ao corte e coloragdo que variava de esbranqui-
cado ao acastanhado com dareas avermelhadas e
enegrecidas (necrose). Notou-se que a massa ne-
oplasica comprimia parte de célon distal (Figura
4). O estudo microscopico confirmou a presenca

de osteossarcoma osteoblastico.
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Hemipelvectomia total em felino com osteosarcoma pélvico. Relato de caso

Figura 4. A, observe-se massa neoplasica comprimindo parte de colon distal (seta), B, massa com

areas de necrose

A falta de associacdo de tratamento quimioterapi-
co baseou-se em resultados de pesquisas anterio-
res que demonstram que em gatos ndo sdo conhe-
cidos efeitos beneficios de terapias adjuvantes e
que a media de sobrevida mesmo sem adjuvantes
¢ de 22 a 44 meses, segundo o mencionado por
Dernell y col. (2007) e Turrell & Poll (1982).

Contudo a sobrevida do paciente apds o primeiro
diagnostico de osteosarcoma foi de 15 meses, pe-
riodo inferior abaixo do mencionado por Dernell
y col. (2007) e Turrell & Poll (1982), isto poderia
se relacionar ao fato de ter sido realizado proce-
dimento cirargico de colocefalectomia na regiao
tumoral, implicando em posterior crescimento ra-

pido do tumor.

N° 194
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Instrucciones para los autores

Veterinaria (Montevideo) tiene un sistema de arbitraje
externo (peer review) ciego simple. Todos los trabajos
recibidos son enviados a dos arbitros de reconocida

experiencia en el tema.

Los trabajos recibidos que incluyan experimentacion
animal, deberan detallar claramente su ajuste a las normas
internacionales de ética, asi como una declaracion que el
mismo ha sido elaborado respetando las recomendaciones
internacionales sobre investigacion clinica (declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, revision 1996)
o, si fuera el caso, sobre investigacion con animales de

laboratorio.

Normas Generales

Los trabajos se enviaran exclusivamente por correo
electronico a: editor@revistasmvu.com.uy

Se aceptan articulos en portugués o inglés, los cuales deben
incluir un resumen en inglés y espafiol. El texto debe ser
en formato “DOC” o “RTF” y no debera exceder de 25
paginas tamaio A4 (incluidas referencias), con margen
de 2,5 cm a cada lado, de preferencia en letra Times New
Roman y con caracteres de 12 puntos, con interlineado

doble y numeracién continua de lineas.

Los cuadros (se recomienda usar la palabra cuadro y no
tabla) y figuras (se recomienda usar la palabra figura y
no grafica) deben ir al final del manuscrito (cada una en
hoja aparte). Las leyendas de los cuadros van arriba de los
mismos y deben ser autoexplicativas. Las leyendas de las
figuras también deben ser autoexplicativas y van aparte de
las mismas, en una hoja a continuacion de la bibliografia

y antes de los cuadros y figuras. Los cuadros deben ser

simples, con lineas horizontales de color negro. En las
figuras (cuando corresponda) utilizar tramas en blanco y

negro y no en colores.

Se incluiran fotografias o impresiones pueden ser en color
o en blanco y negro (con 300 dpi de resolucion como
minimo), en un maximo de cinco que seran adjuntadas al
original, con leyenda en hoja aparte. El autor principal o de
correspondencia debera enviar una nota firmada por ¢l y los
demas autores por correo electronico o por fax (2409 9458)
indicando direccion postal completa, teléfono, fax y correo
electronico, dejando establecido que se responsabilizan del
contenido del trabajo y que el mismo no se ha publicado ni
se ha remitido simultdneamente a ninguna otra publicacién
periddica. También debera indicar el tipo de trabajo
(Cientifico o Técnico). Se aceptaran trabajos que hubieran
sido publicados como resumenes en congresos, Simposios

o jornadas.

Los trabajos recibidos seran leidos por el Editor Jefe,

quien designara dos arbitros para su evaluacion, pudiendo

darle los destinos siguientes: aceptarlos, devolverlos a los

autores para su adecuacion o rechazarlos.

Sin perjuicio de la solicitud del autor, el Editor Jefe

clasificara los manuscritos recibidos en:

* Trabajo Cientifico: articulo original, comunicacion
corta (reporte o caso clinico), revision.

¢ Trabajo Técnico o de Difusiébn o Nota Técnica:
(practica  veterinaria, diagnéstico, tecnologico,
conferencia).

¢ Comunicaciones cortas: no deberan exceder las 12
paginas.

* Reportes de casos clinicos: no deberan exceder las

10 péginas.
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Instrucciones para los autores

Los trabajos aceptados para publicacion pasan a ser
propiedad intelectual de la SMVU quedando los derechos
de publicacion del trabajo a su cargo. Las reproducciones
parciales o totales s6lo pueden realizarse con la autorizacion
escrita del editor. Una vez publicados, los autores recibiran

10 separatas.

1. TRABAJOS
CIENTIFICOS

Es una publicaciéon que describe resultados originales
que contiene suficiente informacion como para que otro
investigador pueda: evaluar las observaciones, repetir
los experimentos y comprobar las conclusiones. Un
articulo original requiere rigor cientifico, expresado con
logica, claridad y precision, con una extension en funcion
de los resultados y respaldado por citas bibliograficas
imprescindibles. Existira un arbitraje de estos trabajos que
seran evaluados por especialistas en el tema, nacionales y/o
internacionales y que tengan una trayectoria reconocida,
dada por sus antecedentes de publicaciones en revistas
arbitradas de primer nivel. Las revisiones que tengan un
analisis critico por parte del autor e incluyen experiencia

propia se consideran trabajos cientificos.

2. TRABAJOSTECNICOS

Son aquellos trabajos que no cumplen con las normas de
trabajos cientificos originales pero que su contenido es
de un interés o seriedad tal que merece su publicacion.
El Editor Jefe evaluara el trabajo y lo clasificara segiin
su contenido en: Practicas Veterinarias, Caso Clinico,
Diagnéstico, Tecnologico, Conferencia, Educacion, u otro
segun corresponda. Estos trabajos seran evaluados por dos

arbitros con reconocida experiencia en el tema.
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Normas de redaccion para
Articulos Originales

Contendran los siguientes elementos:
Titulo: Sera breve y claro, reflejando exactamente lo que el
trabajo contiene. Escrito en minusculas. Se debe incluir el

titulo en inglés a continuacién del titulo en espafiol.

Nombre de Autores: Apellido Inicial del nombre, otro/s

nombres ejemplo: Vidal L.1, Gémez, J.2*

Direccion: (en pie de pagina):

Ejemplo: 1Departamento de Bovinos, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Suipacha 698, Buenos Aires, Argentina; 2
Departamento de Bovinos, Facultad de Veterinaria, UdelaR.
Se detallard solamente la direccion postal completa del
autor responsable o de correspondencia, para los demas
autores solamente el nombre de la institucion. * Autor para

correspondencia (incluir correo electronico).

RESUMEN

Dara una idea clara y precisa del contenido del articulo,

conteniendo:  objetivos,  metodologia,  resultados,
conclusion. No debe exceder las 250 palabras, escrito en
espaiiol y en un so6lo parrafo luego del encabezado del
titulo y los autores. Debe estar escrito en tiempo pasado.
A continuacioén se incluyen las Palabras clave (maximo

cinco).

Summary: Es la traduccién al Inglés del Resumen.
Incluir keywords.

Resumo: Para articulos en portugués. Incluir Palavras-

chave.
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INTRODUCCION

Debe ser concisa, pero los autores deben suministrar
antecedentes suficientes sobre el tema para que el lector
no deba recurrir a otras publicaciones anteriores y para
que comprenda la importancia o trascendencia de la
investigacion que se comunica. Deben referirse al contexto
internacional y nacional, eligiendo las informaciones mas
recientes y mads relevantes. Se recomienda evitar una
revision excesivamente detallada de la literatura o un mero
resumen de los resultados obtenidos por otros autores. En
lugar de esto, se deben dar los fundamentos cientificos del
estudio y definir claramente las hipotesis de trabajo, a fin de
justificar la importancia del articulo. En el ultimo parrafo

deben precisarse los objetivos del trabajo.

MATERIALES Y
METODOS

Los autores deben dar suficientes detalles para que otro
investigador pueda repetir los experimentos. Debe estar
escrito en tiempo pasado y en tercera persona del singular
o plural seglin corresponda. Describir claramente el disefio
experimental asi como los animales utilizados, su nimero,
especie, género, raza, edad. Mencionar los reactivos,
drogas o medicamentos por su nombre genérico o quimico
o por marcas comerciales patentadas. Los métodos y
procedimientos deben ser bibliograficamente referenciados
detallando las posibles modificaciones de las técnicas.
Deben precisarse con claridad, tiempos, temperaturas, etc.
En caso de procedimientos con animales, se debe mencionar
si los mismos fueron realizados de acuerdo a las normas
de la autoridad competente (CHEA, etc.). Los métodos
de los analisis estadisticos deben plantearse claramente,
incluyendo los efectos considerados, las observaciones y
unidad/es experimental/es. Se sugiere incluir los modelos
utilizados. Deberan indicarse los niveles de probabilidad
utilizados para declarar diferencias significativas y/o

tendencias.
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Instrucciones para los autores

RESULTADOS

La descripcion de los debe

presentarse con claridad y en la forma mas concisa posible.

resultados obtenidos
Primeramente hacer una descripcion general de los mismos
y luego pueden describirse en cuadros o figuras los datos
de los experimentos. No deben presentarse datos repetidos
o demasiado extensos. Deben usarse medidas del sistema
métrico decimal u otras medidas convencionales. En todos
los resultados debe sefialarse el nivel de significacion. Debe
estar escrito en tiempo pasado y en tercera persona del

singular o plural segun corresponda.

DISCUSION

La discusion consiste en la busqueda de una explicacion
de los resultados obtenidos, para lo cual se recurre a la
comparacion con datos de la literatura. Debe evitarse la
repeticion de los resultados en este item. Deben mostrarse
las relaciones entre los hechos observados, con las hipotesis
del propio experimento y/o con las teorias, resultados o
conclusiones de otros autores. Formule las conclusiones en
forma clara. Deben aplicarse las referencias bibliograficas
al experimento y no abundar en detalles no estudiados.
Deben exponerse la significacion de los resultados y
evitar las repeticiones. Escrito en tiempo pasado en tercera

persona del singular o plural segun corresponda.

CONCLUSIONES

Las conclusiones deben ser claras, concisas y precisas y
deben reflejar los datos presentados en funciéon de las
hipotesis y los objetivos planteados. Se deben resumir y
globalizar las conclusiones parciales que se obtuvieren de
diferentes resultados del trabajo. Evitar las conclusiones
demasiado generales. Debe existir una total coherencia entre
los objetivos, los resultados y las conclusiones, pudiendo
incluirse en este item recomendaciones o implicancias del

trabajo.
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Instrucciones para los autores

AGRADECIMIENTOS

Debera constar el nombre de las personas y la institucion
a la que pertenecen haciendo mencién al motivo del
agradecimiento. Debe ser escrito en forma concisa y hacer

referencia a materiales o equipos y al apoyo financiero.

BIBLIOGRAFIA

En el texto: el autor o autores (si son dos), el apellido de
cada uno separados por “y”, seguido de coma y el afio de
publicacion (Ejemplo: Gonzalez y Rodriguez, 2005). Si
son mas de tres autores se usara la forma “y col.”, seguida
del afio de publicacién (Ejemplo: (Riet-Correa y col.,
1984). En los casos en que se referencie mas de una cita,
se ordenaran alfabéticamente y se separaran por punto y
coma. Las citas que se utilicen como respaldo no deberian

ser mas de cuatro para cada contenido.

En la Bibliografia: debe ponerse especial atencién al texto
de las referencias bibliograficas, no se aceptaran trabajos
mal referenciados. Las referencias deben colocarse en
orden alfabético de autores, numerando las obras citadas
y consultadas en el texto. Deberan citarse de la siguiente
manera: Apellido seguido un espacio y luego la(s)
inicial(es) seguida(s) de coma. Ej.: Gonzalez R. Si hubiera
varios autores deben separarse entre si por una coma (,).
A continuacion, se colocara el afio de la publicacion entre
paréntesis. Ejemplo: Gonzalez R, Lépez A. (1989). Mas
de una referencia del mismo autor se ordenara en orden
cronologico decreciente. Después del afio se escribira el

titulo del articulo terminado en punto.

Las

abreviaturas convencionales, ej.: Am J Vet Res (sin punto

revistas cientificas: seran citadas segin las
en las abreviaturas), seguido por el volumen y los nlimeros
de paginas precedidos por dos puntos. Ejemplo: Dobson
JM, Samuel S, Milstein H, Rogers K, Wood JL. (2002).
Canine neoplasia in the UK: estimates of incidence rates
from a population of insured dogs. J Small Anim Pract

43:240-246.
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En el caso de la cita de libros: se indicara Autores (Afio)
Titulo, nimero de edicién (salvo la primera), ciudad de
edicion, Editorial, cantidad de paginas del libro. Ejemplo:
Rosemberger G. (1983). Enfermedades de los bovinos. 2a.
ed. Berlin, Ed. Paul Parey 577 p.

En el caso de la cita de capitulo de libros: se indicara
Autores (Afio) Titulo del capitulo, En: Autores (editores)
del libro, Titulo del libro, Edicion, Lugar de edicion,
Editor, Paginas inicial y final del capitulo precedido por pp
y entre guion. Ejemplo: Dirksen G. (1983). Enfermedades
del aparato digestivo. En: Rosemberger G. Enfermedades
de los bovinos. 2a. ed. Berlin, Ed. Paul Parey pp. 235-242.
En la cita de congresos: Autores (Afio) Titulo del articulo.
Nombre del congreso. Numero ordinal del congreso,

Ciudad, Pais, paginas.

En la cita de una tesis: Autores (Afio) Titulo de la tesis.
Tipo de tesis (ej.: doctor veterinario), Institucion, Ciudad,

Pais.

CUADROS

Los cuadros deben tener un nimero de identificacion
correlativo que figurara en el texto y contendran un texto
de titulo en la parte superior. La leyenda debe situarse
encima del cuadro y debe ser autoexplicativa. Los
cuadros deben ser simples, sin lineas verticales y lineas
horizontales separando titulo de las columnas de datos y en
color negro. Las referencias o simbolos de los cuadros se
presentaran al pie del mismo en letra de tamafio 10 puntos.
Ejemplo: Cuadro 1. Variacion de la temperatura en funcion
del tiempo., Ejemplo de pie de cuadro: T = temperatura, t
= tiempo (en minutos). Si el cuadro no es original, citar la

fuente (Autor y afio) en pie de pagina.
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FIGURAS

Las figuras deben tener un numero de identificacion
correlativo que corresponda con el texto y contener
un texto de definicion del contenido, con leyendas y
definicion de los simbolos utilizados. Las leyendas deben
ser autoexplicativas y se situardn en hoja aparte de las
figuras, a continuacion de la bibliografia y antes de cuadros
y figuras. En histogramas o graficas de lineas usar solo el
blanco y negro y diferenciar barras con diferentes tramas
y lineas punteadas, solidas, etc. Si la figura no es original,
citar la fuente (Autor y afio) en pie de pagina.

Los cuadros y figuras deben ser enviados en blanco y negro
En lo posible en formato Openoffice o MSOffice o RTF.

FOTOS

Las fotografias deben limitarse al minimo indispensable y
deben contener una escala de referencia. Deben tener un
numero de identificacion correlativo que corresponda con
el texto y contener un texto de definicion del contenido en
la parte inferior, con leyendas y definicion de los simbolos
utilizados. Si la fotografia no es original, citar la fuente
(Autor y afio) en pie de pagina. La SMVU podra cobrar a

los autores por la inclusion de material fotografico.

Instrucciones para los autores
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