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Editorial

Este afio se festejan los 250 afios de la
fundacion de la primer Facultad de Vete-
rinaria de Lyon Francia. Las ciencias Ve-
terinarias ya existian mucho antes de la
fundacion de la Escuela de Veterinaria de
Lyon, existian quienes curaban a los ani-
males, en Egipto, en Grecia y en la Me-
sopotamia .Existen tratados referentes a
los tratamientos de los animales y del
hombre. Pero lo que hoy festejamos es la
institucionalidad de la ensefianza de la
profesion Veterinaria en el mundo mo-
derno.

Los tres principios para este festejo es-
tan siendo: Veterinarios para la Salud
Animal, Veterinarios para los Alimentos
y Veterinarios para el Planeta.

Todos los asistentes a este 39 Congre-
sode Buiatria, en algin momento de su
vida han consumido algiin medicamento
o han sido tratados o van a ser tratados
por alguna dolencia en especial y toma-
ron o van a tomar medicamentos ,los cua-
les en su fase o protocolo de experimen-
tacion, de prueba en animales de labora-
torio, fueron supervisados por Médicos
Veterinarios.

Los alimentos de origen animal, que hoy
disfrutan en la mesa de sus casas cual-
quier ciudadano del planeta, ha sido ava-
lado como no trasmisor de enfermedades
por un Veterinario.

Hoy conviven en las casas del Uruguay
mas de 400.000 animales de compaiiia ,
que comparten un techo, comida, afecto
y hasta su cama con los duefios ylos pro-
fesionales universitarios encargados de
prevenir las zoonosis que pudieran trans-
mitir esos animales son los Veterinarios.

En nuestro pais se crian mas de
20.000.000 de animales, bovinos de
carne,bovinos de leche,ovinos ,equinos,
suinos, aves, peces que han padecido o
padecen enfermedades trasmisibles al
hombre y la primer barrera ,elprimer fre-
no para evitar el contagio a la poblacion
humana , es el asesoramiento ,la preven-
cion y la vigilancia epidemiologica reali-
zada por los Veterinarios.

Los Veterinarios de Uruguay, del Cono
Sur, de America Latina, participamos en
las campafias sanitarias con total solven-
cia y conocimiento de causa por que ha-
blamos y ejecutamos acciones que son
inherentes a nuestra profesion.

Sigue siendo una preocupacidén aun de
nuestros Colegios y Asociaciones, la Fie-
bre Aftosa, que tanto los gobiernos, como
los servicios oficiales, como los Veteri-
narios de Libre Ejercicio combatimos con
fervor.

En todos nuestros paises la Salud Animal
es recordada con poca intensidad en los
presupuestos nacionales, olvidada cuan-
do no hay novedades, y precindentemen-
te cuando quienes rigen los destinos de la
misma, no escuchan ,no consultan y no
reciben a los que ejecutan las campafias
sanitarias.

Siguen siendo flagelos para nuestros pai-
ses las zoonosis, la Brucelosis, la rabia,
tuberculosis, leishmaniosis, leptospiro-
sis, carbunclo, E.coli, listeriosis, salmo-
nela, fiebre Q, toxoplasmosis, la echino-
cocosis, la encefalomielitis equina y la
hidatidosis.

A titulo de ejemplo, juzgamos las campa-
flas sanitarias por los logros y por la dis-
minucion de la prevalencia de la misma.En
el caso de la hidatidosis, solo hace falta
ver cuantos fueron los decomisos en fri-
gorificos (datos poublicados por la auto-
ridad oficial sanitaria del MGAP en los
informes a la OIE) para bovinos y ovinos
y veremos que en los ultimos 10 afios los
valores de decomisos estan estancados y
en algunos casos aumentados, producto
de una equivocada politica de gestion,
infinidad de veces mencionada.

Por esto nuestra Sociedad de Medicina
Veterinaria, la Sociedad Uruguaya de Ve-
terinarios especialistas en pequefios ani-
males y el Centro Veterinario de Maldo-
nado organizan conjuntamente el Simpo-
sio Iberoamericano de Zoonosis el 24 de
noviembre de 2011.

Los técnicos oficiales de campo de nues-
tro MGAP son en la actualidad 65. En
total hay sobre el suelo uruguayo cerca
de 20.000.000 de animales, lo que impli-
caria que cada Veterinario oficial tendria
que controlar 307.692 animales o contro-
lar a los Veterinarios de libre ejercicio que
trabajan con ellos. No alcanzan.

Los veterinarios oficiales de campo, de
nuestro MGAP, reciben salarios malos,
estan obligados a realizar tareas adminis-
trativas quedando sin tiempo para reali-
zar su funcién de policia sanitaria. El rol
de policia sanitaria debe cumplirse en ex-

clusividad, con dedicacion total, en es-
trecho contacto con la profesion liberal,
y no solamente en horario acotado de 8 a
15:30. Los Veterinarios que actian como
policia sanitaria deben actuar como Poli-
cia sanitaria las 24 horas del dia y los 365
dias del afo con un salario acorde a su
funcion.

La Brucelosis sigue siendo una campana
seguida con mucha intensidad por la pro-
fesion Veterinaria tanto oficial como li-
beral y muchas veces no llegamos a con-
sensos ,no en cuanto al plan de lucha con-
tra la misma si no a la falta de lo que la
ley permite: la funcion de Policia sanita-
ria.

Seguimos esperando conocer los porcen-
tajes de cobertura tanto de la vacunacion
como la revacunacion contra la brucelo-
sis bovina; no tenemos un dato real de
cuantos animales de la cuenca lechera se
tuberculinizan, ni cuantos animales se va-
cunan anualmente contra carbunclo, a pe-
sar de los certificados donde se detallan
los mismos, los tiene la autoridad sanita-
ria.

Existen otras enfermedades que diagnos-
ticados ampliamente por el laboratorio
oficial ampliamente, son de distribucion
nacional, que afectan al ganado bovino con
perdidas importantes y que no estan bajo
campafla sanitaria como la Rinotraquei-
tis Infecciosa Bovina, la Diarrea Viral
Bovina y la Leptospirosis. Esta tltima,
zoonosis con 154 casos en humanos.

Una atencion especial merece la Leucosis
Bovina Enzootica, enfermedad viral de
alcance nacional en los rodeos lecheros,
ampliamente conocida por los Veterina-
rios oficiales y privados. Tenemos en el
afo 2010, 46.5000 vacas lecheras ,y na-
cen por afno 141.000 terneras. El sistema
lechero uruguayo necesita cerca de
100.000 animales para reposicion de
aquellas vacas que se venden por viejas o
por problemas podales, de mastitis, etc.
De esos 40.000 animales que quedan una
porcién importante se va para la expor-
tacion, y el resto que queda, pero son los
positivos que no se pudieron exportar.
Estamos tratando de mirar para el costa-
do con esta epizootia. No preocuparnos
mientras casi todo el continente europeo
esta libre de LBE. ;Cuales son las pro-
puestas nacionales?
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Nuestra profesion en Uruguay, tiene
3.887 Veterinarios al 30 de marzo de
2011, de los cuales 2.405 son activos,
declaran no ejercicio 1.162 y estan jubi-
lados 320.

Nos sentimos preocupados por el estado
de la Investigacion Veterinaria en el Uru-
guay. No tenemos investigadores en Sa-
lud Animal dedicados exclusivamente a
investigar las principales epizootias. Te-
nemos un incipiente embrion de organi-
zacion como el Planisa) Plan Nacional de
Investigacion en Salud Animal) el cual
integramos conjuntamente con la Facul-
tad de Veterinaria, y otras instituciones.
Esperamos que el principal instituto de
investigaciones veterinarias del Uruguay,
asuma un rol que hasta ahora , le compete
pero no ha asumido.

Hoy en Uruguay nacen 2.300.000 terne-
ros y terneras de razas carniceras de un
total de 3.800.000 vacas de razas carni-
ceras. No alcanza, se puede exportar mu-
cho mas y a muy buenos precios, no hay
ganado y hay frigorificos que han manda-
do a sus empleados a seguro de paro.

(Fruto de la competencia con la agricul-
tura? Puede ser o falta de un plan maes-
tro nacional de transferencia de tecnolo-
gia, un plan nacional de extension en pro-
duccioén produccion y reproduccion en el
cual los Veterinarios y los Ingenieros
Agronomos luchemos por un futuro pro-
ductivo mejor.

Hablamos de un plan nacional de exten-
sion productivo-reproductivo que utilice
mejor los recursos nacionales. Cada In-
tendencia tiene un departamento agrope-
cuario con técnicos a su servicio, el Plan
Agropecuario también, el Instituto Na-
cional de Colonizacion, el Banco Repu-
blica, los servicios de extension de las
cooperativas en todo el pais. ;|No seria
necesario que se agrupen todos esos ex-
celentes profesionales tras un gran obje-
tivo comun liderado por el MGAP?

Esun largo anhelo de la Profesion Veteri-
naria el lograr la gran meta de una ley de
Colegiacion de nuestra Profesion, redac-
cion que fue lograda con la participacion
de muchisimos colegas, con la activa par-
ticipacion de nuestro anterior Presidente

el Académico Dr. Recaredo Ugarte.Somos
juntos con Paraguay los dos paises que
no tienen colegio Veterinario. Estamos en
desigualdad ante el trato en el Mercosur
con nuestros dos grandes paises herma-
nos Brasil y Argentina.Hemos recibido el
apoyo esplicito de la OIE, de la Comité
de Salud Animal del Comité Veterinario
Permanente del Mercosur, de los Cole-
gios Veterinarios del Argentina y Brasil y
el decidido apoyo de nuestro Ministro
de Ganaderia Agricultura y Pesca y su
Director General de los Servicios Gana-
deros.

No queremos terminar esta exposicion sin
seguir reafirmando dos concepetos guia
de nuestra profesion el primero es que no
existe en el mundo ningun proceso de
produccion animal exitoso si no hay con-
comitantemente un plan en salud animal
y no hay salud animal sin investigacion
nacional. La investigacion nacional nos
va a permitir ser mas libres, mas inde-
pendientes y mas soberanos.La segunda
idea es la madre de todas y es que la
Salud Animal es Patrimonio Nacional.

Muchas Gracias
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Diagnostico

Primer diagnostico molecular y caracterizacion parcial del gen de la
nucleoproteina del Virus Distemper Canino en Uruguay

Sarute, N.; Pérez, R.; Francia, L.; Hernandez, M.; Bedo, G.; Bonilla, B.; Guasco, S.;

Cardeillac, A.; Panzera, Y.

RESUMEN

El virus Distemper Canino (CDV) es el agente etiologico de
una severa enfermedad infecciosa, denominada Distemper o
Carré, que afecta a canidos y diversas familias de carnivoros.
La enfermedad se caracteriza por presentar sintomas clinicos
asociados a lesiones en el aparato respiratorio, digestivo y/o el
sistema nervioso central. Su diversidad sintomatologica difi-
culta establecer un diagnoéstico clinico ante-mortem preciso. En
este trabajo implementamos por primera vez en Uruguay, una
metodologia diagndstica ante-mortem mediante RT-PCR (reac-
cion en cadena de la polimerasa precedida por retrotranscrip-
cion) amplificando un fragmento conservado de 287 pb del gen
de la nucleocapside a partir de muestras provenientes de canes
con sintomatologia clinica de Distemper. Se obtuvieron ampli-
cones en 44 de las 51 muestras analizadas. El analisis de las se-
cuencias nucleotidicas de tres muestras de campo revelé un 100%
de identidad. La comparacion de estas secuencias con la cepa
vacunal (Onderstepoort) reveldo numerosas variaciones nucleoti-
dicas. Estas diferencias nos permitieron disefiar un método de
RFLP (Polimorfismo en el Largo de los Fragmentos de Restric-
cion) para discriminar entre la cepa vacunal y virus de campo.

Palabras clave: CDV, gen de la nucleocapside, diagndstico
molecular, RFLP

SUMMARY

Canine Distemper Virus (CDV) is the etiologic agent of a seve-
re infectious disease, known as Distemper or Carré, which
affects dogs and various families of carnivores. The disease is
characterized by clinical symptoms associated with lesions in
the respiratory, digestive and/or central nervous system. The
diversity of the symptoms makes it difficult to establish a
clinical ante-mortem diagnosis. In this work we implemented
for the first time in Uruguay, an ante-mortem diagnostic me-
thod using RT-PCR (reverse transcription - polymerase chain
reaction) to amplify a conserved fragment of 287 bp of the
nucleocapsid gene from samples belonging to dogs with
symptoms of Distemper. Amplicons were obtained in 44 out
of'the 51 samples tested. The analysis of nucleotide sequences
of three field samples revealed that they were 100% identical.
The comparison of these sequences with the vaccine strain
(Onderstepoort) revealed numerous nucleotide variations. These
differences allowed us to design a method of RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) to discriminate between
the vaccine strain to field cases.

Key words: CDV, nucleocapsid gene, molecular diagnosis, RFLP

INTRODUCCION

El virus Distemper Canino (CDV) es un
virus envuelto perteneciente al género
Morbillivirus de la familia Paramyxovi-
ridae. Se trata del agente etiologico de
una de las principales patologias infec-
ciosas de canes jovenes y adultos, cono-
cida como Distemper, Enfermedad de
Carré o Joven Edad (1). La enfermedad
no se restringe exclusivamente a canidos,
ya que se han registrado casos en pobla-
ciones silvestres de diversas familias de
carnivoros como vivérridos, mustélidos,
felinos y procionidos (8-9, 12, 17-18).

Distemper se caracteriza por presentar
una amplia variedad de sintomas clinicos
asociados con lesiones en el aparato res-
piratorio, digestivo y/o sistema nervioso
central (SNC) que pueden causar la muerte
del animal (1). La diversidad en la sinto-

matologia, asociada al ciclo impredecible
y variable del virus en el huésped, difi-
culta establecer un diagnostico clinico
ante-mortem preciso en la mayoria de los
animales afectados (7). Los sintomas cli-
nicos de Distemper son similares a los de
otras patologias, como los de parainfluen-
za canina, adenovirus canino tipo 2 o co-
ronavirus respiratorio canino, provocan-
do frecuentemente confusion en el diag-
nostico clinico (4).

Se han desarrollado diversas metodolo-
gias de diagnostico complementario en-
tre las que se incluyen ensayos de in-
munohistoquimica y ELISA (Enzyme-
Linked InmunoSorbent Assay). Sin em-
bargo, dichas técnicas no satisfacen los
requerimientos de un ensayo de detec-
cion sensible, rapido y especifico (7). El

desarrollo de metodologias moleculares
basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) precedida por retro-
transcripcion (RT) del RNA gendmico,
permite un diagndstico ante-mortem ra-
pido, con un alto grado de sensibilidad y
especificidad (7, 10, 14, 20). La técnica
RT-PCR permite detectar genoma viral
por amplificacion de regiones especifi-
cas, y brindar informacion para analisis
posteriores de su composicion nucleoti-
dica y aminoacidica.

Se ha detectado al genoma viral mediante
RT-PCR en muestras de suero, sangre,
liquido cefalorraquideo (LCR) y orina, in-
dependientemente de los signos clinicos
del animal, titulos de anticuerpos neutra-
lizantes y distribucion de antigenos vira-
les (7, 10). Mediante infeccion experi-

'Seccion Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la Republica. Montevideo.Uruguay. Correo electronico: ypanzera@fcien.edu.uy
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mental de canes se demostrd que en la
secrecion ocular el genoma viral es detec-
tado tempranamente y por periodos mas
prolongados respecto a la orina, sangre y
LCR (14).

CDV presenta un genoma de RNA de ca-
dena simple, polaridad negativa, y aproxi-
madamente 15.6 kb (15). Su genoma co-
difica para seis componentes estructura-
les del virion: dos proteinas de membra-
na, la hemaglutinina (H) y la proteina de
fusion (F), la proteina de matriz (M), la
proteina de nucleocépside (N), y dos pro-
teinas que integran el complejo RNA po-
limerasa RNA dependiente: la proteina
larga (L) y la fosfoproteina (P) (23). Par-
ticularmente la secuencia nucleotidica de
la region central del gen N se halla muy
conservada entre diversas cepas de CDV,
siendo generalmente utilizada para reali-
zar el diagnostico etiologico (7, 10, 20).
La enfermedad de Distemper se ha con-
trolado por décadas con el uso de vacu-
nas con virus vivos atenuados desarrolla-
das en los afios 50 (5). Sin embargo, en
los ultimos afos se ha registrado un in-
cremento en el numero de casos de Dis-
temper en poblaciones caninas en diver-
sas regiones geograficas, e incluso una
expansion en el rango de huésped (3, 11,
18). Resulta preocupante que dicho in-
cremento se observe también en pobla-
ciones de canes correctamente vacunados
(2,6, 11, 13, 16). Aunque la explicacion
especifica del aumento de casos de Dis-
temper ain se desconoce, existen varias
hipotesis, como la insuficiente atenuacion
del virus vacunal (13), o la circulacion de
nuevas cepas con la capacidad de evadir
la respuesta inmune generada por las va-
cunas administradas (19).

En Argentina, se ha reportado reciente-
mente un incremento en el numero de ca-
sos de Distemper (2). Si bien no se cuen-
ta con estudios epidemiologicos de la en-
fermedad en nuestro pais, en los ultimos
aflos se han registrado numerosos casos
de Distemper.

Los objetivos del presente trabajo fueron
implementar por primera vez en el pais
un método de diagnostico molecular y
desarrollar un ensayo capaz de discrimi-
nar entre variantes de campo y la cepa
comunmente utilizada en la fabricacion
de vacunas (cepa Onderstepoort).

Como disefio experimental hemos ampli-
ficado por RT-PCR un fragmento conser-

vado de 287 pb del gen N, que nos permi-
tié detectar el gendoma viral en muestras
provenientes de canes con sintomas cli-
nicos presuntivos de la enfermedad. Los
amplicones obtenidos fueron posterior-
mente analizados mediante secuenciacion
y un sistema de RFLP (Polimorfismo en
el Largo de los Fragmentos de Restric-
cion), desarrollado para la rapida carac-
terizacion de las cepas circulantes.

MATERIALESY METODOS

Muestras Analizadas

Todas las muestras de campo recibidas
en el laboratorio para analisis de Distem-
per, fueron alicuotadas y almacenadas a -
20 °C a la espera de ser procesadas.

Se emplearon muestras de orina y secre-
cion 6culo-nasal que ya han sido previa-
mente reportadas como adecuadas para
la deteccion del genoma viral (10, 14,
20); ademas, presentan la ventaja de que
son de facil recoleccion y no invasivas
para el animal.

Las muestras de secreciones 6culo-nasa-
les fueron colectadas entre 1-14 dias lue-
go de la aparicion de sintomas clinicos,
mientras que las de orina se colectaron
entre 7-30 luego de la observacion de sin-
tomas.

Se analizaron 39 muestras de orina y 14
de secreciones dculo-nasales provenien-
tes de 51 perros con sintomas clinicos
presuntivos de infeccion por CDV y 2
perros sin sintomatologia clinica (Cua-
dro 1). Estos dos ultimos (CDV29 y
CDV99) se utilizaron como control ne-
gativo. Como control positivo se utiliz6
una muestra liofilizada de una vacuna con-
teniendo la cepa Onderstepoort, con la
cual se estandarizo la extraccion del RNA
gendmico y la reaccion de RT-PCR.

Obtencion del genoma viral

La extraccion de RNA a partir de muestras
de orinay liofilizado de vacuna (un vial fue
resuspendido en 800 pl de 1X PBS) se rea-
liz6 con el kit «PureLink Viral DNA/RNA
MiniKit» (Invitrogen, California, USA)
partiendo de 500 pl de volumen inicial.

Para las muestras de secreciones 6culo-
nasales, el RNA viral fue extraido me-
diante el reactivo TRIzol (Invitrogen,
California, USA), homogeneizando la se-
crecion con 1 ml de este reactivo. En am-

bos casos se siguio el protocolo sugerido
por el fabricante. Todas las extracciones
se realizaron en paralelo con las mues-
tras de perros sanos (CDV29 y CDV99).

Ensayo de RT-PCR

Lareaccion de retrotranscripcion (RT) fue
realizada con la enzima «RevertAid M-
MIiLV Reverse Transcriptase» (Fermen-
tas, Vilna, Lituania) utilizando el cebador
directo ply siguiendo las especificacio-
nes del fabricante.

En la reaccion de PCR se utilizaron los
cebadores ply p2 (7) capaces de ampli-
ficar un fragmento de 287 pb correspon-
diente a la region conservada del gen de la
nucleocapside (Cuadro 2). En todas las
reacciones se ensayaron distintos volu-
menes de DNA complementario (cDNA)
y se incluyeron a las muestras de perros
sanos (CDV29 y CDV99).

Las reacciones de PCR fueron realizadas
en un volumen final de 10 ul conteniendo
1-3 ul de ¢cDNA, 0.3 pl de cada cebador,
0.2 mM de dNTPs, 2.0 mM de MgCl,,
1U de Taq polimerasa (Fermentas, Vilna,
Lituania) en un termociclador 2720 Ther-
mal Cycler (Applied Biosystems, Cali-
fornia, USA) bajo las siguientes condi-
ciones: un ciclo de desnaturalizacion ini-
cial a 94 °C durante 2 min, 35 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 s, apareamiento a 49 °C por
45 s, extension a 72 °C por 1 min) y un
ciclo de extension final a 72 °C por
15 minutos.

Los productos de PCR fueron visualiza-
dos mediante electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 6% y revelados por tin-
cion con nitrato de plata.

Clonacién de amplicones positivos

Se clonaron cuatro amplicones con el kit
«GeneJet PCR Product Cloning kit» (Fer-
mentas, Vilna, Lituania) utilizando célu-
las competentes de E. Coli XL-1 Blue.

El primer amplicon clonado fue el corres-
pondiente a la cepa vacunal Onderstepo-
ort. CDV11 fue el primer amplicon obte-
nido de una muestra de campo, siendo
clonado y enviado a secuenciar para con-
firmar su identidad con la base de datos
del NCBI. CDV20 y CDV75 fueron se-
leccionados debido a que pertenecian a
un animal no vacunado y uno reciente-
mente vacunado respectivamente.
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Cuadro 1. Muestras empleadas en el estudio. Se detalla la denominacion, edad, localidad, vacunacidén y sintomatologia de los
animales. NV: no vacunado; V: vacunado; SN: sintomatologia neuroldgica; GI: sintomatologia gastrointestinal; SR:
sintomatologia respiratoria; Conj: conjuntivitis; ND: no determinado.

Muestra Edad (meses) Procedencia Vacunacion Sintomatologia Clinica
SN Gl SR Conj Otros
CDV2 8 Canelones (Solymar) \Y + - + -
CDV3 ND Montevideo ND + - - -
CDV8 24 ND ND - + - -
CDV10 8 Montevideo \% + - + -
CDVI11 144 Montevideo V (ND) + - -
CDV13 6 Montevideo \% + + - -
CDV14 108 Montevideo \ + - + -
CDV17 7 Lavalleja \% - + - + Pirexia
CDV20 ND Montevideo NV + - + +
CDV24 60 Montevideo NV + - - -
CDV29 24 Montevideo \ - - - - Animal Sano
CDV30 ND Montevideo \% - + - - Depresion
CDV33 30 Canelones (Santa Lucia) V - + + + Depresion
CDV35 14 Canelones (Solymar) \Y% + - - -
CDV36 72 Montevideo \% - + - -
CDV40 2 Montevideo NV - + - -
CDV44 22 Paysandu NV - + - +
CDV63 12 ND v - + - - Hiperque-
ratirosis
CDV67 48 San José NV + - - -
CDV73 2 Rivera \ + - - -
CDV74 60 Canelones (EIl Pinar) \ + - - -
CDV75 5 Canelones (Santa Lucia) V (dos dosis + - + + Leuco-penia
C402y03/
2007)
CDVSl1 96 Canelones (Solymar) NV + - - -
CDV3838 4 ND NV + - - -
CDV99 ND Montevideo ND - - - - Animal Sano
CDV102 36 Montevideo \ - + + -
CDV104 6 Montevideo \ - + - -
CDV107 10 ND \ - - + - Pirexia
CDV109 4 Canelones NV ND ND ND ND
CDV110 10 Canelones \Y% + - - -
CDV1l11 ND ND \Y - + + -
CDV112 ND Canelones (Toledo) NV ND ND ND ND
CDV113 ND Canelones (Toledo) NV ND ND ND ND
CDV114 4 Canelones (Solymar) \Y + - - -
CDV115 12 Canelones (Rincon de la \% + - - +
Bolsa)
CDV116 8 Montevideo \Y + - + -
CDV117 36 Montevideo \Y - + - +
CDV118 15 Montevideo \ + + - +
CDV119 ND ND ND ND ND ND ND
CDV120 15 Colonia \ - + - -
CDV121 13 Canelones (EI Pinar) \ - + - +
CDV122 ND ND ND + - -
CDV123 11 Montevideo \% + - - + Pirexia
CDV124 3 Montevideo \ - - - +
CDV126 48 Canelones (Santa Rosa) NV + - + - Pirexia
CDV127 24 Canelones (Santa Rosa) \Y - - + +
CDV128 6 Canelones (Santa Rosa) NV - - + +
CDV129 60 Montevideo NV + - - -
CDV130 84 Montevideo \ - + - + Pirexia
CDV131 ND Canelones (Santa Lucia) + + - - Depresion
NV
CDV132 ND ND \% - + - + Depresion
CDV139 12 Canelones (Santa Lucia) \ - - + + Pirexia
CDV141 2 ND \ + - + +
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Cuadro 2. Cebadores utilizados para amplificar por RT-PCR un fragmento de 287 pb
del gen N. Se indica la secuencia nucleotidica de cada cebador y su posicion

en el genoma. nt: nucleotido.

Cebador Secuencia 5°- 3’ Posicion en el genoma (nt)
pl ACAGGATTGCTGAGGACCTAT 769-789
p2 CAAGATAACCATGTACGGTGC 1055-1035

La extraccion del DNA plasmidico de las
colonias con el inserto, se realizdo mediante
la técnica de mini-preparaciones descrita
por Sambrook y col. (21).

Secuenciacion y analisis

Los insertos de 287 pb fueron secuencia-
dos automaticamente utilizando el equi-
po ABI3130 (Applied Biosystems, Cali-
fornia, USA). Las secuencias nucleotidi-
cas se analizaron y compararon con secuen-
cias provenientes de la base de datos del
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) a
través del método ClustalX, usando el pro-
grama MEGA version 4.1 (22).

Andlisis de restriccion y RFLP

La secuencia nucleotidica de tres aisla-
mientos de campo y de la muestra vacu-
nal fueron sometidas a un analisis de res-
triccion con el programa WatCut (http:/
watcut.uwaterloo.ca).

Los productos de PCR de cinco aisla-
mientos de campo y el producto de la
muestra vacunal fueron digeridos con
EcoRV (Fermentas, Vilna, Lituania) du-
rante 3 horas a 37 °C y posteriormente
visualizados en gel de agarosa al 2% con
tincion de bromuro de etidio.

RESULTADOS

Diagnéstico
Se amplifico el fragmento de 287 pb del
gen N en 34 de las 37 (92%) muestras de

orina, y en 10 de las 14 (71%) muestras
de secreciones 6culo-nasales analizadas.
En ningln caso se registraron amplicones
especificos en las muestras de orina
CDV29 y CDV99 utilizadas como con-
trol negativo.

Analisis de secuencias
nucleotidicas

El analisis bioinformatico de las secuen-
cias nucleotidicas obtenidas a partir de
los clones reveld que las muestras de cam-
po (Uy-06) presentaban 100% de identi-

dad entre si y 96,2% respecto a la cepa
vacunal. Las cepas de campo presenta-
ron 11 variaciones a nivel nucleotidico
respecto a la cepa vacunal, todas corres-
pondientes a transiciones (Figura 1). Tam-
bién se realizaron comparaciones con se-
cuencias de la base de datos del GenBank
procedentes de diferentes paises. La com-
paracion mostrd que las secuencias pre-
sentan una conservacion relativamente
elevada en la secuencia de bases. Los cam-
bios nucleotidicos observados fueron
mayormente sinénimos, por lo que la se-
cuencia aminoacidica es practicamente
invariable para el fragmento amplificado.

Ensayo de RFLP

El analisis de las secuencias nucleotidi-
cas de las muestras de campo CDV11,
CDV20 y CDV75 y su comparacion con
la cepa vacunal permiti6 detectar un sitio
de restriccion diferencial para la enzima
EcoRV e implementar un ensayo de
RFLP. Las muestras de campo presentan
la diana especifica (GAT|ATC) mientras
que la muestra vacunal registra en dicha
posicion una transicion T—C (GACATC),
lo cual determina la pérdida del sitio espe-
cifico para la enzima (Figura 1).

El ensayo desarrollado fue realizado en
las muestras CDV11, CDV20, CDV75,
CDV139y CDVI141 y en la cepa vacunal
Onderstepoort, corroborandose el patron
de restriccion esperado. En la electrofo-
resis de la figura 2 se observa la digestion
de las muestras de campo, dando como
resultado una banda correspondiente a
233 pb y otra a 54 pb.

El andlisis in silico del RFLP revel6 que
todos los aislamientos de campo sudame-
ricanos publicados hasta el momento pre-
sentan este mismo patron de restriccion,
excepto un aislamiento argentino (n° ac-
ceso en GenBank: FJ009229) (Figura 1).

DISCUSION

Distemper es una de las enfermedades
virales de mayor incidencia en canidos

domésticos y salvajes (1). Esto es debido
al constante surgimiento de brotes infec-
ciosos en diversas regiones del mundo
(11, 13, 16-17) y a la expansion en el
rango de huéspedes del virus (12, 18).

Muchos de los nuevos brotes de la enfer-
medad se observan en poblaciones de ca-
nes correctamente inmunizados, lo cual
ha puesto en duda la eficacia de las vacu-
nas administradas en dichos casos (2, 6,
16). Este hecho sumado a la dificultad
para realizar un diagndstico clinico pre-
ciso, hacen imprescindible la implemen-
tacion de metodologias que permitan rea-
lizar un diagnostico ante-mortem rapido
y especifico. En la actualidad, la técnica
basada en RT-PCR es una de las metodo-
logias mas utilizadas para realizar el diag-
nostico de Distemper (7).

En el presente trabajo se presenta la im-
plementacion, por primera vez en Uru-
guay, de una metodologia de diagndstico
molecular basada en la amplificacion de
un fragmento de 287 pb del gen N. Nues-
tro estudio constaté la presencia del frag-
mento en el 86% de las muestras remiti-
das al laboratorio como casos sospecho-
sos de Distemper. El sistema de detec-
cion mediante la amplificacion de dicho
fragmento ha sido empleado por otros au-
tores como un método de deteccion del
genoma viral altamente sensible y espe-
cifico en muestras de distinto origen (7,
10, 20). En nuestro estudio, se detecto el
genoma de CDV en el 71% de las mues-
tras de secreciones 6culo-nasales y en el
92% de las muestras de orina analizadas.
Si bien ambos porcentajes no son com-
parables debido a que las muestras pro-
vienen de distintos casos clinicos, nues-
tros resultados indican que estos fluidos
son adecuados para estudios diagnosti-
cos, como ha sido reportado previamen-
te (10, 14, 20).

En el 14% de los casos clinicos donde no
se detecto el genoma viral, puede haber
ocurrido que las muestras no correspon-
dieran a Distemper o bien que éstas pre-
sentaran una carga viral indetectable.

El analisis de las secuencias nucleotidi-
cas correspondiente a la region del gen N
de las muestras de campo uruguayas re-
veld 100% de identidad, sugiriendo que
estos aislamientos corresponderian a un
CDV predominante en Uruguay. La com-
paracion de esta secuencia con las de ce-
pas de otras regiones mostro una elevada
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varios paises. Los puntos simbolizan identidad nucleotidica, cuando existe una sustitucion se sefiala con la letra
correspondiente (C citosina, G guanina, A adenina, T timina). Ar: Argentina; Br: Brasil; Ch: China; Mx: México; Uy:
Uruguay. Se destaca en recuadro la diana de la enzima EcoRV.
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Figura 2. Polimorfismo en el largo de los fragmentos de restriccion (RFLP)
de los productos de PCR con la enzima EcoRV. Carriles: 1)
Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas), 2) Amplicon
de muestra de campo sin digerir (287 pb), 3) Amplicon vacunal
sometido a digestion, 4) a 6) Muestras de campo digeridas (233

pb y 54 pb).

conservacion a nivel nucleotidico y ami-
noacidico. La mayoria de los cambios re-
gistrados corresponden a transiciones que
no determinan sustituciones aminoacidi-
cas (Figura 1).

Los valores de identidad nucleotidica ob-
servados entre los aislamientos urugua-
yos y los provenientes de otras regiones
sustentan que la region conservada del
gen N es idonea para la deteccion del ge-
noma viral en muestras de campo.

Esto motivé al desarrollo de un ensayo
de RFLP cuya discriminacion fuera de
utilidad para aportar informacioén epide-
mioldgica; su desarrollo se basé en el ana-
lisis de la secuencia nucleotidica de los
aislamientos uruguayos y la cepa vacu-
nal (Figura 1). Dicho ensayo permite di-
ferenciar cepas de campo con respecto a
la cepa vacunal Onderstepoort de mane-
rarapida y eficaz en virtud de diferencias
nucleotidicas. El RFLP se aplico en tres

muestras de orina de animales con histo-
ria de vacunacion (CDVI11, CDV75 y
CDV139), una muestra de orina de un
animal sin historia de vacunacion
(CDV20) y en una muestra de secrecion
6culo-nasal de un can vacunado
(CDV141). Los resultados obtenidos
confirman que la infeccion de los canes
fue causada por un virus de campo.

CONCLUSIONES

La implementacion de técnicas molecula-
res para el diagnéstico (RT-PCR) y ca-
racterizacion (RFLP) nos permitio detec-
tar y diferenciar virus de campo de virus
vacunal de manera rapida y eficaz. De
cualquier forma, no se puede descartar la
ocurrencia de mutaciones en el genoma
que alteren la diana de restriccion. En
aquellos casos que se sospeche de una
infeccion por cepas de campo y el anali-
sis de restriccion sugiera una cepa vacunal,
se debe recurrir a la secuenciacion del frag-
mento para confirmar su procedencia.
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Comunicacién corta

La época del afio y el plano nutricional y su influencia sobre la morfologia
espermatica en carneros Corriedale en pastoreo”

Lbpez, A.Y; Regueiro, M.; Castrillejo, A.%; Pérez-Clariget, R.

RESUMEN

Se evalu6 el efecto del mes de coleccion y el plano nutricional
sobre la morfologia espermatica en 20 carneros Corriedale de 18
meses de edad, la mitad pastoreando sobre campo nativo y la
otra mitad sobre campo mejorado. Los planos nutricionales de-
terminaron diferencias en peso y circunferencia escrotal, pero
la evolucion de ambas variables fue similar en ambos grupos. El
plano nutricional solo afecto el porcentaje de espermatozoides
con implantacion abaxial de cola; el mes de coleccion influy6 el
porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados, con-
torno y tamafio anormal, pieza media anormal y abaxial, torsion
simple y doble de cola y con gota citoplasmatica distal. El por-
centaje de espermatozoides con cabeza piriforme, estrechos en
la base, cabezas sueltas normales y anormales, cola enrollada y
con gota citoplasmatica proximal no fue influido por el mes de
coleccion. Las anormalidades espermaticas aumentaron en pri-
mavera y alcanzaron los maximos valores en verano. Las anor-
malidades observadas con mayor frecuencia fueron las de cola,
gota citoplasmatica distal y de cabeza representando juntas el
75% del total de las anormalidades. Las anormalidades especifi-
cas mas frecuentes fueron la gota citoplasmatica distal y la tor-
sion simple de cola, sumando ambas casi 50% del total de anor-
malidades observadas.

Palabras clave: Carnero, Morfologia espermética

SUMMARY

The effect of month of semen collection and nutritional level on
spermatic morphology of 20 Corriedale rams 18 months old,
half of them grazing on native, and the other half grazing on
improved pasture were studied. Nutritional levels determined
differences in ram weight and scrotal circumference, but
evolution of both variables was similar among the two groups.
Nutritional levels affected only percentage of spermatozoa with
abaxial mid-piece, whereas month of collection affected
percentages of spermatozoa with acrosome damage, abnormal
contour and variable size, abnormal and abaxial mid-piece, simple
and double bent tails and distal droplet. Percentages of pear-
shaped, narrow at the base, normal and abnormal free heads,
terminally coiled tail and proximal droplet spermatozoa were
not affected by month of collection. Spermatic abnormalities
increased during spring and reached higher levels in summer.
Most frequently abnormalities observed were tail-related, distal
droplet and head abnormalities, which together represented 75%
of total abnormal spermatozoa found. Most frequent specific
anomalies were distal droplet and simple bent tail; together
these made up almost 50% of total observed anomalies.

Key words: Ram, Sperm morphology.

INTRODUCCION

El estudio de la morfologia espermatica
valora la incidencia de las diferentes for-
mas que se apartan de la morfologia nor-
mal de los espermatozoides. El conoci-
miento del impacto negativo que tienen
elevados porcentajes de anormalidades
espermaticas, fundamentalmente las de
cabeza, sobre la fertilidad de los carne-
ros (Hulet y col., 1965), asi como, la dis-
ponibilidad de técnicas accesibles para
evaluarla, justifican su incorporacién cuan-
do se evaltia semen. La morfologia de los
espermatozoides refleja la salud de los
tubulos seminiferos y en parte la de los
epididimos (Barth y Oko, 1989), aun mas,
la alteracion de la morfologia espermati-
ca se considera el primer signo de cam-
bios degenerativos en el epitelio seminal
(Lagerlof, 1938). Los espermatozoides

que se observan en un eyaculado inicia-
ron su proceso de formacion en el epite-
lio seminifero aproximadamente dos me-
ses antes, ya que en el carnero la esper-
matogénesis dura entre 47 y 49 dias
(Ortavant, 1958) y el pasaje por el epi-
didimo 13 dias (Setchell, 1977), por lo
cual se debe tener en cuenta que las al-
teraciones de la morfologia espermatica se
producirian con varias semanas de anterio-
ridad al momento en que son observadas.

También se deben tener en cuenta los fac-
tores que influyen la morfologia esper-
matica del carnero. La época del afio
(Colas, 1980; Mickelsen y col., 1981; No-
nato-Girao y Mies-Filho, 1985; Pérez-
Clariget y col., 1997) y la temperatura
(Williamson, 1974; Carmenate y Gamcik,
1982; Manco y col., 2000) influyen el
porcentaje de anormalidades espermati-

cas. Los efectos de la nutricion parecen
no ser tan importantes en esta especie
(Bielli y col., 1997; Fourie y col., 2004)
como en el macho cabrio (Almeiday col.,
2007). En condiciones pastoriles, los car-
neros estan sometidos a cambios en la
disponibilidad y calidad del forraje asi
como al fotoperiodo y la temperatura,
entre otros factores, y a las interacciones
entre ellos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del mes de coleccion del
semen y dos planos nutricionales sobre
las alteraciones especificas de la morfo-
logia espermatica en carneros Corriedale
en pastoreo a lo largo de un afo, asi como,
determinar las anormalidades espermati-
cas mas frecuentes que se presentan en
carneros en condiciones pastoriles a lati-
tudes intermedias.

“Parte de la informacion de este trabajo fue presentada como poster en el IIT Congreso de la Asociacion Uruguaya de Produccion Animal-

Montevideo, noviembre 2010.
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MATERIALESY METODOS

Localizaciéon

El trabajo se realiz6 en un establecimien-
to comercial ubicado en el centro del Uru-
guay (32° Latitud Sur) bajo condiciones
de pastoreo extensivo caracteristico de la
region. A esta latitud, las horas luz varian
entre 14 h 30" en diciembre a 9 h 40" en
junio. Las temperaturas promedio durante
el trabajo variaron entre 9 °C en junio a
25.5 °C en enero. La precipitacion plu-
vial se distribuy¢ a lo largo del afio aun-
que no uniformemente: la minima preci-
pitacién mensual se registré en julio
(53mm) y la méxima en enero (202 mm).
Los suelos predominantes son basalticos
y su vegetacion dominada en verano por
gramineas perennes (Paspalum, Axono-
pus, Bothriochloa) y en invierno por gra-
mineas (Stipa, Poa), leguminosas
(Adesmia bicolor, Trifolium polymorphum)
y no gramineas (Oxalis, Cyperaceae,
Eryngium) y presenta una variacion esta-
cional de la disponibilidad de materia seca
por Ha, siendo méaxima en primavera y en
otoflo (Formoso y Castrillejo, 1989).

Animalesy disefio experimental

Se utilizaron 20 carneros Corriedale na-
cidos en primavera que al momento del
inicio del trabajo tenian 17-18 meses de
edad y que fueron monitoreados durante
12 meses (marzo a febrero del siguiente
aflo). Desde el destete (90 -120 dias de
edad), la mitad de los animales pastorea-
ron sobre campo mejorado con rye grass
perenne, Lotus corniculatus y trébol blan-
co (Trifolium repens) (Campo Mejorado,
CM, n=10) vy los restantes pastorearon
sobre campo nativo (Campo Nativo, CN,
n=10). Todos permanecieron sobre el
mismo tipo de pasturas hasta el final del
trabajo. Los carneros fueron esquilados
en marzo y en setiembre y fueron mane-
jados bajo el mismo esquema que el resto
de los animales de su categoria. No fue-
ron utilizados para dar servicio pero no
se les impidi6 el contacto visual ni olfati-
vo con hembras. Mensualmente a todos
los animales se les registrd el peso, se
inspeccionaron los testiculos y se les
midi6 la circunferencia escrotal (CE) en
el diametro testicular maximo. El peso
corporal fue corregido por el peso de ve-
116n de acuerdo al procedimiento descrito
por Gastel y col. (1995) para obtener el
peso vivo (PV). El mismo dia se colecto

una muestra de semen utilizando un elec-
troeyaculador disenado para ovinos. La
coleccion de semen con electroeyacula-
dor no altera los resultados de morfolo-
gia espermatica comparados con los que
se obtienen cuando el semen es obtenido
con vagina artificial (Marco-Jiménez y
col., 2005). Inmediatamente después de
obtenido el eyaculado, una alicuota de
semen era diluida en una solucion salina
formolada y mantenida refrigerada hasta
el momento de su evaluacion. Las anor-
malidades de acrosoma, pieza media y
cola fueron registradas examinando una
gota de esta preparacion utilizando un
microscopio de contraste de fases con
aumento de 1000x y clasificadas de acuer-
do a Sullivan (1977). Para examinar con
mayor detalle las anormalidades de cabe-
za, se realiz6 un frotis de cada muestra
que se tifld con fucsina basica-eosina de
acuerdo al método descrito por Williams
(1920) y modificado por Lagerlof (1934)
y clasificadas de acuerdo a éste ultimo.
En cada preparado se contaron 200 es-
permatozoides (total: 400 espermatozoi-
des por eyaculado). Las anormalidades
consideradas fueron: anormalidades de
cabeza: acrosoma dafiado, contorno anor-
mal, tamafio diferente, piriformes, cabe-
zas sueltas anormales y estrechas en la
base; anormalidades de pieza media: pie-
za media anormal y abaxiales; anormali-
dades de cola: torsiones simples o dobles
y colas enrolladas; se registraron también
los espermatozoides con gota citoplas-
matica proximal y distal y las cabezas
sueltas normales.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en un disefio
completamente al azar utilizando el pro-
grama estadistico SAS (SAS Institute
Inc., Cary, NC). Los datos de PV y CE
fueron analizados por medidas repetidas
en el tiempo utilizando el procedimiento
MIXED con el mes de colecciéon como
efecto repetido. El modelo incluy¢ el efec-
to del mes de coleccion y el plano nutri-
cional y la interaccion entre ambos como
efectos fijos. Los datos de morfologia
espermatica fueron analizados bajo mo-
delos lineales generalizados utilizando el
procedimiento GENMOD con transfor-
macion logit. El modelo incluy6 los efec-
tos mes de coleccion y del plano nutri-
cional y su interacciéon como efectos fi-
jos. Los datos de anormalidades esper-

maticas fueron también analizados agru-
pados en anormalidades de cabeza, pieza
media y colay como anormalidades tota-
les. Se realizaron correlaciones de Spear-
man entre variables. Las medias fueron
consideradas diferentes cuando el P<0.05.
Los resultados se expresan en media ajus-
tadas + eem.

RESULTADOS

Peso vivo y circunferencia escrotal

Los diferentes planos nutricionales se
reflejaron en diferencias en el PV de los
carneros (P <0.001). Los carneros del
Grupo-CM fueron en promedio 28% mas
pesados durante todo el trabajo que los
del Grupo-CN (Grupo-CM: 60.4 +
0.7 kg vs Grupo-CN: 47.3 + 0.6 kg, pro-
medio general). Sin embargo, la evolucién
del PV a lo largo del afio fue similar en
ambos grupos: se mantuvo constante du-
rante el otoflo e invierno (marzo a agos-
to), se incrementd en primavera (setiem-
bre a noviembre; P<0.05) y volvi6é a man-
tenerse constante en el verano (diciembre
a febrero; P>0.1; Fig. 1A). En ambos gru-
pos el PV final fue mayor al inicial
(P<0.05) indicando que los animales con-
tinuaban creciendo. El mes y los trata-
mientos afectaron (P<0.0001) laCE y se
encontro una interaccion (P<0.0001) en-
tre ambos factores. Si bien, la media de la
CE no era diferente entre grupos al inicio
de los registros, los carneros del grupo
CM tuvieron CE mayores (P<0.05) a los
del grupo CN en varias ocasiones a lo
largo del trabajo (Figura 1B). La CE en
ambos grupos decrecié en otoflo (marzo
amayo, P<0.05), alcanz6 su nadir en junio
(P<0.05), permaneci6 constante el resto del
invierno (julio-agosto) y aumento en pri-
mavera y verano alcanzando su maximo
valor en febrero (P<0.05; Figura 1B).

Anormalidades esperméticas

El plano nutricional solo afect6 (P<0.01)
el porcentaje de espermatozoides abaxia-
les (1.2 £ 0.5y 0.5 £ 0.2% para los car-
neros de los grupos CM y CN, respecti-
vamente); no se encontrd interaccion en-
tre el plano nutricional y el mes de colec-
cion en ninguna de las variables analiza-
das. El mes de coleccion afectd el por-
centaje de anormalidades de cabeza, pie-
za media y cola, y por ende, el porcenta-
je de anormalidades totales (P<0.001). En
ambos grupos los mayores porcentajes
(P<0.05) de anormalidades de cabeza se
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Figura 1. Peso Vivo (kg, A), circunferencia escrotal (cm, B) y Figura 2. Porcentaje (x = eem) de anormalidades de cabeza (A),

porcentaje de anormalidades totales (x = eem, C)
en carneros Corriedale pastoreando sobre pasturas
mejoradas (M, n=10) y campo nativo @, n=10) a lo
largo de un ano. El asterisco indica diferencias entre
grupos (P<0.01), letras diferentes indican
diferencias entre meses (P<0.05). En la Fig. A la
diferencia entre tratamientos es significativa

pieza media (B) y cola (C) en carneros pastoreando
sobre pasturas mejoradas (m, n=10) o campo nativo
(O, n=10). Letras diferentes indican diferencias entre
meses (P<0.05).

(P<0.05) en todos los meses.

registraron en verano (Fig. 2A); el maxi-
mo porcentaje de anormalidades de pieza
media se registro en el mes de febrero (Fig.
2B), mientras que el de cola y total se
observaron en enero (Fig. 2Cy 1C). Cuan-
do se analizaron las anormalidades espe-
cificas independientemente del plano nu-
tricional, se encontré que todas eran in-
fluidas por el mes de coleccion (P<0.001)
excepto los porcentajes de espermatozoi-
des con cabezas piriformes y estrechas
en la base, cabezas sueltas normales y
anormales, gotas citoplasmaticas proxi-
males y colas enrolladas (Cuadros 1, 2y

3). El porcentaje de espermatozoides con
acrosoma dafiado fue maximo (P<0.05) al
inicio del verano (diciembre: 5.1 + 1.9%),
mientras que los porcentajes de esper-
matozoides con cabezas con contorno
anormal y tamafio diferente fueron maxi-
mos (P<0.05) a mitad del mismo (febre-
ro: 1.1+ 0.2% y 1.6 = 0.2%, respectiva-
mente, Cuadro 1). Las anormalidades de
cabeza representaron el 21% del total de
anormalidades observadas en todo el tra-
bajo, siendo los defectos de acrosoma y
las cabezas de diferente tamafo las anor-
malidades de cabeza mas frecuentes (36

y 18% del total de anormalidades de ca-
beza, respectivamente).

Las anormalidades de pieza media fue-
ron maximas (P<0.05) a mediados de ve-
rano en ambos grupos de carneros (fe-
brero: 2.9 £ 0.4% y 2.1 £ 0.5% en los
grupos CM y CN, respectivamente; Fi-
gura 2B). Independientemente del plano
nutricional, el porcentaje de espermato-
zoides con pieza media anormal fue maxi-
mo (P<0.05) en verano (febrero: 2.3 +
0.6%), mientras que, el porcentaje de
abaxiales alcanz6 los valores mas eleva-
dos en invierno (julio: 1.3 £0.1%) y pri-
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Cuadro 1. Porcentaje de anormalidades de cabeza en semen de carneros a lo largo de un afio (media + eem).

Mes Acrosoma Contorno Diferente Piriforme Cabeza Estrecho
dafado anormal tamario suelta en la base
anormal
Marzo 0.5+0.11% 0.3 £0.07> 0.4 £ 0.09" 0.1+0.02 0.4 +0.02 0.3 £0.04
Abril 0.9 +0.11% 0.5 £ 0.09" 0.4 +£0.07> 0.2 +0.02 0.4 £0.02 0.3 £0.02
Mayo 0.1+0.02° 0.3 +0.02 0.3 +£0.09™ 0.1+0.01 0 0.1+0.02
Junio 0.4 = 0.09¢ 0° 0° 0 0 0.7 +0.09
Julio 0.6 = 0.09% 0.7 +0.16% 0.5 +0.07> 0.4+ 0.04 0 0.4+0.04
Agosto 0.1+0.02¢ 0° 0.4 +0.02° 0 0 0.1+0.02
Septiembre 0.9+0.11% 0.3 +0.04™ 0.4+0.11% 0.1+0.01 0 0.2 +0.02
Octubre 0.4 = 0.04° 0.2 £ 0.04" 0° 0 0 0.2 +0.02
Noviembre 0.9 = 0.20> 0.7+0.11%° 0.4 £ 0.09 0.5 +0.04 1.3+0.43 1.0+0.11
Diciembre 5.1 +1.86% 1.0 +0.16% 0.6 +0.13° 0.4 +0.02 0.8 +0.38 0.2 £0.02
Enero 2.5+0.54° 0.8 +0.16% 1.1+0.18% 1.1+0.20 1.4+0.56 0.5+0.07
Febrero 23+0.56° 1.1+022° 1.6 +£0.22° 1.5+0.25 0.5+0.16 0.6 +0.14

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Cuadro 2. Porcentaje de piezas medias y colas anormales en semen de carneros a lo largo de un afio (media + eem).

Mes Pieza Media Abaxial Torsién simple Torsién Colaenrollada
anormal doble
Marzo 0.6 +0.09° 0.1+0.02% 5.9 +0.55% 0.8 +0.04" 0.6 +0.04
Abril 0.5+0.16° 0.4 +0.04% 7.3 +0.56° 0.7 £0.22% 0.3 +0.04
Mayo 0.2+0.02° 0.5 +0.04° 0.9 +0.90° 0.3 +0.22% 0.6 +0.22
Junio 0.1+0.02° Oc 1.8 +£0.23% 0° 0.2 +0.02
Julio 0.4 +0.09° 1.3+0.11° 5.7+0.51% 1.1 +0.09%° 1.0 +0.09
Agosto 0.6 +0.09° 0° 1.3+0.15% 0° 0.3+0.04
Septiembre 0.5+0.22° 0° 0.6+0.11° 0.7 +0.22% 0.3 +0.02
Octubre 1.6+0.11° 1.0 +£0.22° 1.0+£0.11° 0° 0.3 =0.04
Noviembre 0.5+0.22° 0.5 +0.04° 1.8+0.18% 1.9 +0.20° 1.3+0.16
Diciembre 0.8 +0.09° 0.2 +0.02% 0.6 +0.05° 0.6 +0.09™ 0.5+0.04
Enero 1.0£0.16° 0.3 +0.04™ 12.7 +0.49° 0.8 +0.22% 0.7+0.11
Febrero 2.3+0.58° 0.5 £ 0.04° 3.8+0.27% 2.0+0.22° 1.7+0.18

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

mavera (octubre: 1.0 + 0.2%; Cuadro 2).
Las anormalidades de pieza media repre-
sentaron el 7% del total de anormalida-
des observadas en todo el trabajo, siendo
las piezas medias anormales la alteracion
especifica mas frecuentemente encontra-
da (66% del total de anormalidades de
pieza media).

Los mayores porcentajes (P<0.05) de
colas anormales fueron observados en
enero en ambos grupos (10 0.1y 16.8
+ 1.2% en los grupos CM y CN, respec-
tivamente, Figura 2C). Cuando se anali-
zaron las anormalidades especificas de
cola independientemente del plano nutri-
cional (Cuadro 2), el maximo porcentaje
de espermatozoides con torsiones sim-
ples fue observado en enero (12.7 = 0.5%)
cuando aument6 en forma marcada con
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respecto al mes anterior (diciembre:
0.6 +0.05%) para luego bajar al siguiente
mes (febrero: 3.8 + 0.3). Por su parte, el
porcentaje de espermatozoides con tor-
siones dobles fue maximo en febrero
(2.0 +£0.2%). Las anormalidades de cola
fueron las alteraciones mas frecuentemen-
te observadas en todo el trabajo (31%),
siendo las torsiones simples la anormali-
dad especifica mas comtin (73% del total
de anormalidades de cola). El porcentaje
de espermatozoides con gota citoplasma-
tica distal sufrio fluctuaciones a lo largo
del afio observandose en ambos grupos
valores altos (P<0.05) desde septiembre
a febrero exceptuando el mes de octubre
(Cuadro 3). Esta alteracion fue la segun-
da mas frecuente (23% del total de anor-
malidades).

Las anormalidades que no fueron influi-
das por ninguno de los factores estudia-
dos se presentan en el Cuadro 1 (porcen-
taje de cabezas piriformes, cabezas suel-
tas anormales y estrechos en la base),
Cuadro 2 (porcentaje de colas enrolladas),
y Cuadro 3 (espermatozoides con gota
citoplasmatica proximal y cabezas suel-
tas normales). Los porcentajes de esper-
matozoides con gota citoplasmatica
proximal y las cabezas sueltas normales
representaron respectivamente 7y 11%
del total de anormalidades observadas a
lo largo del trabajo. Las correlaciones en-
tre porcentaje de anormalidades de cabe-
za y horas luz del mes correspondiente a
la coleccion de semen, del mes anterior y
de dos meses antes, fueron 0.80
(P<0.001), 0.73 (P<0.001) y 0.66
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Cuadro 3. Porcentaje de espermatozoides con gota citoplasmatica proximal y distal y cabezas sueltas normales por

mes de coleccion.

Mes Gota citoplasmatica Gota citoplasmatica distal Cabezas sueltas
proximal (%0) (%) normales (%)
Marzo 2,55 + 0,79 2,00° £ 0,24 2,30 + 0,32
Abril 2,30 £ 0,40 2,85™ £ 0,51 2,70 £0.,40
Mayo 0,35 = 0,05 2,75 + 0,52 1,35 £0,30
Junio 0,30 £ 0,03 2,85 + 0,46 1,50 + 0,30
Julio 0,40 = 0,10 0,35° + 0,10 1,45 +0,13
Agosto 0,23 + 0.06 0,20° + 0.06 1,00 £0,14
Septiembre 0,65 + 0.07 7,10 £ 1,10 0,45 + 0,08
Octubre 0,45 +£0,14 0,60° + 0,09 0,70 £ 0,06
Noviembre 2,35 £0,49 7,60% £ 0,92 1,05 £0,13
Diciembre 0,50 £ 0,09 420" + 0,40 0,40 + 0,05
Enero 1,80 £ 0,35 6,35%+ 0,95 5,55 £ 1,60
Febrero 2,20 + 0,38 7,35% £ 1,34 3,30 £ 0,54

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)

(P<0.019), respectivamente. El porcen-
taje de cabezas sueltas anormales y acro-
somas daflados fueron las variables que
presentaron mayor correlacion con las
horas luz del mes de coleccion (r=0.81y
0.70, respectivamente; P<0.01), del mes
anterior (r = 0.75 y 0.64, respectivamen-
te; P<0.03) y de dos meses antes de la
colecciéon (r = 0.74 y 0.58, respectiva-
mente, P<0.05). También, se encontra-
ron correlaciones significativas entre el
porcentaje de anormalidades de cabezay
temperatura maxima registradas en el mes
de coleccion (r = 0.64; P<0.002). El por-
centaje de cabezas sueltas normales y la
temperatura del mes de coleccion y del
mes anterior también fueron altas y sig-
nificativas (r = 0.67 y 0.60; P<0.07) pero
no se encontrd correlacion significativa
(P>0.1) entre esta variables y las horas luz.

DISCUSION

El plano nutricional no afect6 la morfo-
logia espermatica, excepto el porcentaje
de espermatozoides abaxiales que fue ma-
yor en los carneros pastoreando pastu-
ras mejoradas que campo nativo. La su-
plementacion incrementa la produccion
espermatica en carneros (Salamon, 1964,
Kheradmand y col., 2006), pero los efec-
tos sobre la calidad del semen no son evi-
dentes. La suplementacion no afectod el
porcentaje de espermatozoides vivos/
muertos (Fernandez y col., 2004; Khe-
radmand y col., 2006), ni mejor6 la mo-
tilidad o la morfologia espermatica (Sala-
mon, 1964). AlUn mads, nuestro equipo
(Bielli y col., 1997) no observé cambios

en los porcentajes de anormalidades en
carneros y condiciones similares. En el
presente trabajo, si bien, las medias en-
tre tratamientos difirieron estadistica-
mente, s6lo en octubre el porcentaje de
espermatozoides abaxiales observados
super6 el 1%.

Por el contrario, el mes de coleccion afec-
té la morfologia espermatica; sélo los
porcentajes de espermatozoides con ca-
beza piriforme, con gota citoplasmatica
proximal y cabezas sueltas (normales y
anormales) y estrechos en la base no fue-
ron influidos por este factor. En térmi-
nos generales, los porcentajes de altera-
ciones espermaticas aumentaron en pri-
mavera y lograron los maximos valores
en verano. El aumento de las anormalida-
des espermaticas coincidi6 con el incre-
mento del PV y CE. El crecimiento de la
CE y el PV en carneros en primavera ha-
bia sido previamente reportado por nues-
tro grupo (Pérez-Clariget y col., 1997,
1998) y es reflejo de la mayor disponibi-
lidad y calidad de pasturas, tanto nativas
como mejoradas, que se da naturalmente
en primavera en la region (Berreta y col.,
1994). Es improbable que una mejora en
el plano nutricional sea responsable del
incremento en el porcentaje de anormali-
dades espermaticas observadas, por lo
que, otros factores como el fotoperiodo
y la temperatura incluidos en el efecto
mes, deben haber influido negativamente
sobre la espermatogénesis y su efecto no
pudo ser contrarrestado por una mejor
alimentacion. Sin embargo, si tenemos en
cuenta el tiempo que transcurre en la for-

macion de un espermatozoide antes de
ser eyaculado (Ortavant, 1958; Setchel,
1977), los espermatozoides colectados en
parte de la primavera fueron formados en
invierno, cuando la disponibilidad y ca-
lidad del forraje es menor (Formoso y
Castrillejo, 1989; Berreta y col., 1994),
pero, esta disminucion no se vio refleja-
da en cambios en el PV.

El efecto del fotoperiodo sobre el por-
centaje de espermatozoides anormales en
el semen de carnero ha sido descrito por
diferentes autores trabajando en latitu-
des altas del hemisferio norte y con razas
con gran dependencia de las horas luz
(Colas, 1980; Mickelsen y col., 1981),
asi como en carneros Corriedale en lati-
tudes similares a las del presente trabajo
(Nonato-Girao y Mies-Filho, 1985) y en
Uruguay (Pérez-Clariget y col., 1997).
También se ha descrito el efecto detri-
mental de las altas temperaturas sobre la
espermatogénesis tanto en modelos ex-
perimentales (Williamson, 1974; Manco
y col., 2000) como en trabajos de campo
(Dutt y Simpson, 1957; Cupps y col.,
1960). Sin embargo, existen variaciones
entre razas en cuanto a la termo resisten-
cia (Carmenate y Gamcik, 1982; Taha y
col., 2000) o la fotodependencia (Martin
y col., 2002). Las razas altamente foto-
dependientes y a latitudes alejadas del
Ecuador presentan los mayores porcen-
tajes de anormalidades espermaticas fun-
damentalmente en primavera, reflejando
la alteracion de la espermatogénesis en
respuesta al fotoperiodo adverso (Colas,
1980; Mickelsen y col., 1981). En nues-
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tro trabajo, los mayores porcentajes de
anormalidades fueron observados en ve-
rano, en los meses de mayor calor (di-
ciembre a febrero). Aun mas, las anorma-
lidades de cabeza estuvieron asociadas a
la media de temperatura maxima del mes
correspondiente a la coleccion del eyacu-
lado (r: 0.71; P<0.009) También es de
notar que el mayor porcentaje de colas
con torsion simple fue observado en ene-
ro. Temperaturas de 37.9°C (Manco y
col., 2000) o 40°C (Williamson 1974)
aplicadas directamente al escroto provo-
caron un aumento de las anormalidades
de cabeza, cabezas sueltas y de cola ob-
servado dos a tres semanas después de
aplicado el shock térmico (Williamson,
1974; Manco y col., 2000). Las tempe-
raturas del verano (temperatura maximas
media: 29.1°C, 30.9°C, 29.4°C en diciem-
bre, enero y febrero, respectivamente)
muy probablemente contribuyeron al au-
mento de anormalidades observadas en
ese periodo, confirmando que la esper-
matogénesis en esta raza es susceptible a
las altas temperaturas como habia sido
sefialado por Carmenate y Gamcik (1982)
quienes observaron que en Cuba las altas
temperaturas influian el porcentaje de
anormalidades de cabeza y total en car-
neros Corriedale pero no en carneros Pe-
libuey. Sin embargo, se debe tener en cuen-

ta que los espermatozoides que se obser-
van en el eyaculado son formados varias
semanas antes, como ya se dijo, por lo
que no se puede descartar el efecto detri-
mental del fotoperiodo, mas teniendo en
cuenta que las anormalidades de cabeza
estuvieron asociadas a las horas luz tan-
to del mes correspondiente como con las
del mes anterior a la coleccion del eyacu-
lado (r: 0.66, P<0.019, y 0.73, P<0.008,
para el mes correspondiente, y el mes an-
terior, respectivamente). Teniendo en
cuenta que las anormalidades de cabeza
son producto de alteraciones de la esper-
matogénesis, es posible plantear que en
los carneros Corriedale en condiciones
pastoriles en latitudes intermedias, el
fotoperiodo inhibitorio de primavera in-
terfiere la espermatogénesis pero que esta
influencia no es tan marcada como en
otras razas mas fotodependientes. Por
ultimo, existio una variacion individual
entre carneros en la mayoria de las anor-
malidades estudiadas (P<0.01), eviden-
ciando respuestas de diferente intensidad
a los estimulos a los que los carneros es-
taban sometidos.

Independientemente del mes, las anorma-
lidades mas frecuentemente observadas
fueron las de cola, seguidas de esperma-
tozoides con gota citoplasmatica distal y

las anormalidades de cabeza que repre-
sentaron juntas 75% del total de las anor-
malidades observadas. Las anormalidades
especificas mas frecuentes fueron esper-
matozoides con gota citoplasmatica dis-
tal y con torsion simple de cola sumando
entre ellas casi 50% del total de anorma-
lidades observadas en todo el trabajo. Las
anormalidades de cola han sido reporta-
das como las mas frecuentes también por
otros autores (Colas, 1980; Mickelsen y
col. 1981; Stefanov y col., 2009).

Los resultados del presente trabajo su-
gieren que los carneros en condiciones
pastoriles y latitudes intermedias respon-
den al incremento de la disponibilidad y
calidad del forraje de primavera aumen-
tando el tamaifio testicular. Sin embargo,
el fotoperiodo inhibitorio de esa estacion
altera la espermatogénesis, reflejado en
un incremento de anormalidades de cabe-
za, sin llegar a los niveles que presentan
razas altamente fotodependientes a lati-
tudes elevadas y son sensibles a las altas
temperaturas del verano; es en esta esta-
cion cuando se registraron los maximos
valores de anormalidades espermaticas,
sin que un mejor plano nutricional modi-
ficara el efecto de estos factores.
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Diagndéstico

Comparacidn de tres métodos de sincronizacion de celos y ovulaciones cony
sin inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) en vaquillonas para carne

Rusifiol, C.t; Cavestany, D.?®

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de la sincronizacion de
celos y ovulaciones en vaquillonas para carne ciclando, se reali-
z6 un ensayo con tres tratamientos en tres predios y en dos
aflos consecutivos. Los tratamientos fueron: Ovsynch Modifi-
cado (OSYM) (n=1426), Heatsynch Modificado (HSYM)
(n=1229) y Doble Prostaglandina (DPG) (n=1451) administra-
das con 14 dias de intervalo. En los protocolos con insemina-
cidn artificial a tiempo fijo (IATF) -OSYM y HSYM- se realizo
deteccion de celos dos veces al dia e inseminacion artificial (IA)
entre los dias 5y 7 de cada tratamiento y la IATF se realiz6 en
los animales que no mostraron celo durante este periodo. En el
tratamiento DPG, a las 36 horas de la segunda prostaglandina
(PG) se inicio la deteccion de celos e IA que continu6 durante
cinco dias consecutivos. El Porcentaje de Prefiez (PP) en los
tratamientos fue del 68,9% (OSYM) del 70,0% (HSYM), y
49,4% (DPQ), no existiendo diferencia significativa entre los
protocolos IATF pero si la hubo entre éstos y el protocolo
DPG (P<0,0001). EI PP fue significativamente diferente entre
aflos 67,6% y 56,6% para aflos 1 y 2 respectivamente; P<0,0001)
y predios (predio A= 71,4; B=62,3% y C= 56,8%; P<0,0001).
No hubieron diferencias entre los predios B 'y C (62,3% y
56,8%; P>0,05) pero si la hubo entre éstos y el predio A (71,4%,
P<0,0001). Los tres protocolos fueron eficientes pero los pro-
tocolos con IATF resultaron ser mas eficaces al lograr un mayor
porcentaje de prefiez.

Palabras clave: Inseminacion a tiempo fijo, Prostaglandinas,
Ovsynch, Heatsynch

SUMMARY

To evaluate the efficiency of protocols for synchronization of
estrus and ovulations in cycling beef heifers, an experiment was
conducted including three treatments in three farms during two
consecutive years. The treatments were: Modified-Ovsynch
(OSYM) (n=1426), Modified-Heatsynch (HSYM) (n=1229)
and Double Prostaglandin (DPG) given at a 14-day interval
(n=1451). In the fixed-time artificial insemination (FTAI) pro-
tocols -OSYM and HSYM-, heat detection was done twice a
day from Day 5 PM to Day 7 PM, and the animals in heat were
inseminated using the AM/PM rule; the FTAI was done on the
OSYM and HSYM protocols to the animals that did not show
heat during the three days mentioned before. In the DPG treat-
ment, heat detection and artificial insemination started 36 hours
after the second prostaglandin (PG), and was done for five
consecutive days. The Pregnancy Rate (PR) showed significant
differences between years (67.6% and 56.6% to the years 1 y 2
respectively; P<0.0001) and farms (farm A= 71.4; B= 62.3%
and C= 56.8%; P<0.0001). There were no statistical differen-
ces between the farms B and C (62.3% and 56.8%; P<0.05) but
both were different to farm A (71.4%, P <0.0001). All three
protocols were efficient, but those with IATF resulted in better
pregnancy rates.

Key words: Fixed time insemination, Prostaglandins, Ovsynch,
Heatsynch

INTRODUCCION

Una de las dificultades para un mayor
uso de la Inseminacion Artificial (IA) es
la deteccion de celos. En los ultimos afios
se desarrollaron diferentes estrategias
para eliminar este inconveniente y obtener
la mayor cantidad de animales
inseminados en el menor tiempo posible
(Diskin y col., 2002; Geary y col., 2001;
Pursley y col., 1995; Silcox y col., 1995;
Thatcher y col., 2001). Desde la década
del 70 hasta el afio 1995 la sincronizacion
de celos en los bovinos se realiz6
mediante la administracién de
prostaglandina F, (PG) (Inskeep, 1973;
Lauderdale y col., 1974). Macmillan y

Thatcher (1991) y Thatcher y col. (1991)
introdujeron un tratamiento de
sincronizacién de celos en vacas
administrando PG siete dias después de
la inyeccion GnRH. Al inicio de la década
del 90 y a consecuencia del mayor
conocimiento de la dinamica folicular
(Savio y col., 1993), se desarrollaron
diferentes métodos usando GnRH como
generador de una nueva onda folicular y
que, en combinacion con otras hormonas,
produce una sincronizacién de la
ovulacion permitiendo la inseminacion a
tiempo fijo, o sea sin deteccion de celos
(Pursley y col., 1995; Pursley y col.,
1997). En general estos métodos tienen
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baja fertilidad, comparados con los que
se basan en la inseminacion luego de la
deteccion de celos y no aseguran la
sincronizacion de la ovulacion en todos
los animales ya que un porcentaje de
éstos tienden a mostrar celos mas
tempranos respecto al momento de la
IATF (Cavestany 2002; Dalton y col.,
2005; Delarnette y col., 2001;
Kasimanickan y col., 2005; Martinez y
col., 2004; Stevenson y col., 1999;
Twagiramungu y col., 1992). La hipotesis
fue que los protocolos de sincronizacion
de celos y ovulaciones (IATF) permiten
lograr un mayor porcentaje de prefiez
cuando se usan con detecciéon de celos
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entre los dias 5 PM y 7 PM a partir del
comienzo de los mismos y son superiores
a los obtenidos con DPG. El objetivo del
trabajo fue comparar tres protocolos de
inseminacion, uno basado exclusivamente
en la deteccion de celos e IA y dos
combinando DC e IA con inseminacion a
tiempo fijo (IATF).

MATERIALESY METODOS

Animales

El trabajo se llevo a cabo en tres predios
(A, By C), en dos afios, 2005 (afio 1) y
2006 (afio 2) e involucro 4106 vaquillo-
nas para carne de razas Hereford, Aber-
deen Angus y sus cruzas, de 18 a 24 me-
ses de edad, 250 + 15 kg peso corporal y
4.12 £0.05 de condicion corporal de pro-
medio en una escala de 1 a 8 (Vizcarray
col. (1986). Los tres establecimientos
fueron seleccionados en diferentes depar-
tamentos; el Establecimiento « A» ubica-
do en el Departamento de Florida, el Es-
tablecimiento «B» en el Departamento de
Cerro Largo y el Establecimiento «C» en
el Departamento de Artigas. Estos esta-
blecimientos realizaban control de enfer-
medades reproductivas y manejos sani-
tarios adecuados al momento de comen-
zar el trabajo. Se realiz6 un examen gine-
cologico previo por palpacion rectal para
determinar presencia de cuerpo luteo y/o
foliculos mayores a 10 mm, descartar los
animales prefiados y en anestro. Se utili-
zaron animales presuntamente ciclando.
En todas las inseminaciones se utilizod
semen importado con garantia sanitaria y
de fertilidad. Las hormonas utilizadas
fueron: GnRH: Acetato de Buserelina
(Receptal®) 2 mL (8,4 pg) i/m, Univer-
sal Lab, Montevideo, Uruguay. PG: Clo-
prostenol sodico (Bioprost®) 2 mL (500
ug) i/m, Biotay, Montevideo, Uruguay.

BE: Estradiol-3-Benzoato en vehiculo
oleoso (Estradiol 10a) 1 mL (1 mg) i/m,
Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe,
Argentina. La deteccion de celos se reali-
z6 dos veces por dia, en la mafiana tem-
prano y por la tarde, por un lapso de no
menos de 45 minutos en cada observa-
cion. Con el fin de uniformizar los inter-
valos entre el tratamiento y la 1A, los
animales se inseminaron en grupos (es-
paciados dentro del mismo dia o en dias
consecutivos). Se sincronizé tantos ani-
males como era posible inseminar en un
periodo de 2 horas. Por esta razon, las
inseminaciones se realizaron en grupos
de aproximadamente 150 animales. To-
das las inseminaciones fueron realizadas
por el Dr. Rusifiol. En los tres estableci-
mientos se uniformizo6 la alimentacion,
manejo e inseminacion. La comida de las
vaquillonas fue siempre sobre pasturas
naturales mejoradas. La distribucion de
animales por tratamiento en cada predio
y por aflo se resume en el Cuadro 1.

Tratamientos
Protocolo OSYM

Dia 0 AM, aplicacion de GnRH, dia 6
AM aplicacion de PG (Twagiramungu y
col., 1992). En los dias 5 PM, 6 AM/PM
y 7 AM/PM se realizé DC e IA. El dia 8
AM aplicacion de la segunda dosis de
GnRH. El dia 8 PM se efectuo la IATF
dentro de las 14 y 17 horas de adminis-
trada la segunda GnRH. A los 17 dias de
la primera inseminacion se realizo el re-
paso con IA por 5 dias.

Protocolo HSYM

Dia 0 AM aplicacion de GnRH; en los
dias 5 PM, 6 AM/PM y 7 AM/PM se
realizé DC e IA; dia 6 AM aplicacion de
PG. Los animales que mostraron celo an-
tes, fueron inseminados y no siguieron

Cuadro 1. Distribuciéon de animales por protocolo, por predio y por afio.

en el grupo. El dia 7 AM aplicacion de
BE, dia 8 PM, a las 36 horas de la aplica-
cion del BE, se realizo la IATF. A los 17
dias de la primera inseminacion se reali-
76 el repaso con IA por 5 dias.

Protocolo DPG

Se aplicaron dos dosis de PG con un in-
tervalo de 14 dias entre ellas. A los 18
dias de la primera inseminacion se reali-
z6 el primer repaso con IA a celo visto
por 5 dias.

Definicion de parametros de eficiencia
reproductiva

* El porcentaje de deteccién de celos
(PDC) se definié como el porcentaje de
animales detectados en celo sobre el to-
tal de ofrecidos.

En los protocolos IATF la deteccion de
celos es igual a 100% ya que se insemi-
na el 100% de los animales. Para el Pro-
tocolo DPG se tuvo en cuenta aquellos
animales que manifestaron celo en los 5
dias consecutivos a partir de las 36 ho-
ras de la segunda aplicacion de PG.

» El Porcentaje de Concepcion (PC), se
defini6é como el porcentaje de animales
prefiados sobre el total de inseminados.

 El Porcentaje de prefiez (PP) se definid
como el porcentaje de animales prefia-
dos sobre el total de ofrecidos (o como
el producto de PDC x PC).

Analisis estadistico

El analisis se hizo por regresion logistica
con el procedimiento PROC LOGISTIC
de SAS (Statistical Analysis System, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA; v. 9.1.3).
El analisis de las frecuencias se realizo
por PROC FREQ de SAS. Se tuvo en
cuenta el efecto tratamiento, afio y el efec-
to predio. Se establecié un nivel de signi-
ficancia de 5%.

Afio 1 Ao 2
Predio Subtotal Predio Subtotal Total
Protocolo A B C A B C
OSYM 256 270 314 840 168 183 235 586 1426
HSYM 140 241 195 576 155 274 224 653 1229
DPG 231 236 211 678 302 219 252 773 1451
Total 627 747 720 2094 625 676 711 2012 4106
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Cuadro 2. Porcentaje de vaquillonas inseminadas a tiempo fijo (IATF) en los
protocolos OSYM y HSYM

Protocolo n IATFS OR* ICo
OSYM! 1102 773" 5,165 4,364-6,113
HSYM? 488 39,7° 1,000 Referente

*Ovsynch modificado; % Heatsynch modificado; * Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo; # Odds

Ratio; * Intervalo de Confianza de 95%; > P<0,0001.

Cuadro 3. Porcentaje de celos prematuros detectados en los protocolos HSYM
(entre los dias 5 PM y 7 PM) y DPG, o 36 horas a partir de la segunda

inyeccion de PG).

Protocolo n PCED® ORrR* IC°
HSYM! 741 60,3 0,895 0,765-1,046
DPG” 913 63,0° 1,000 Referente

!“Heatsynch modificado; * Doble Prostaglandina; * Porcentaje de Celos Detectados; * Odds Ratio;

Intervalo de confianza de 95%; *: P>0.1.

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se presenta el porcentaje
de animales inseminados a tiempo fijo en
los protocolos OSYM y HSYM. En el
protocolo OSYM hubo mayor cantidad
de IATF que en el HSYM y solo un 22,7
% de los animales mostraron celo prema-
turamente y fueron inseminados antes del
momento asignado para realizar la IATF.
Este porcentaje, al igual que en el HSYM
(60,3 %), se considerd entonces como
inseminados luego de un celo detectado
(IACD).

En el Cuadro 3 se compara el porcentaje
de celos prematuros del protocolo HSYM
(ocurridos antes de la IATF) y los celos
detectados en el protocolo DPG. Los
mismos fueron de 60,3% para el HSYM
y de 63,0% para el DPG (P>0.1)

Los porcentajes de concepcion de los tres
protocolos evaluados (Cuadro IV) fue-
ron de 68,9%, 70,0% y 78,4% respecti-
vamente. El porcentaje de concepcion fue
diferente entre los protocolos IATF y el
DPG donde ademas en este ultimo pro-
tocolo se obtuvo un mayor PC que los
protocolos con IATF. Los animales de
los protocolos OSYM y HSYM tuvieron
1,663 y 1,519 veces menos probabilidad
de concebir que los inseminados con el
DPG. En el mismo Cuadro se observa que
la concepcion en el aflo 1 fue mayor que en
el afo 2, asi como entre los tres predios
utilizados (A, B y C) donde el predio A
tuvo mayor PC que los predios B y C.

En el Cuadro 4 se presenta el Porcentaje
de Prefez (PP) por protocolo, predio y
afo. Existieron diferencias significativas

Cuadro 4. Porcentaje de Concepcion general en vaquillonas para carne en los
tratamientos OSYM, HSYM y DPG por Ao y Predio

Porcentaje de concepcion

Protocolo n pC! OR? Ic?
OSYM 1426 68,97 1,663 1,367-2,020
HSYM 1229 70,02 1,519 1,245-1,858
DPG 913 78,4° 1,0 Referente
ARo

1 1907 74,4° 1,327 1,137-1,548
2 1661 68,6° 1,0 Referente
Predio

A 976 84,8° 1,208 1,001-1,457
B 1335 73,20 1,088 0,909-1,303
C 1257 65,1% 1,0 Referente
Total 3568*

! Porcentaje de Concepcidn; > Odds Ratio; * Intervalo de Confianza de 95%; * 538 animales no se
inseminaron por no presentar o no detectarse celo; “"’:P<0,0001; ed e fep<0,0001.
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a favor de los dos protocolos con IATF
(OSYM y HSYM) respecto al DPG. La
diferencia se debe a que en los dos proto-
colos IATF se inseminaron el 100% de
los animales y en el protocolo DPG el
porcentaje de animales inseminados fue
menor (63%) debido a que 538 vaquillo-
nas no presentaron celo o éstos no fue-
ron detectados. Los animales insemina-
dos a tiempo fijo tuvieron entre 2,2 y 2,3
veces mas probabilidad de quedar prefa-
dos que los que se inseminaron a celo
detectado con DPG.

En el Cuadro VI se presenta el porcentaje
de prefiez obtenido en las inseminacio-
nes a celo detectado (IACD) y a tiempo
fijo (IATF) en los dos protocolos en los
que se realizo IATF. Los animales inse-
minados luego de un celo detectado tu-
vieron 2,3 veces mas probabilidad de que-
dar prefiados que los inseminados a tiem-
po fijo.

DISCUSION

En los dos tratamientos con IATF reali-
zados la administracion de PG para pro-
ducir la luteolisis se realizé al sexto dia
de iniciado cada protocolo, lo que difiere
con trabajos donde esta hormona se apli-
caen el dia 7 del protocolo (Cavestany y
col., 2000; Dalton y col., 2005; de la Sota
y col., 2000; Geary y Whittier, 1998;
Kasimanickan y col., 2005; Moreira y
col., 2000; Pursley y col., 1995; Schmitt
y col., 1996; Stevenson y col., 1999; Vas-
concelos y col., 1999). No obstante,
Twagiramungu y col. (1992) y Dahlen y
col. (2002) encontraron que en vaquillo-
nas de carne no habia diferencias signifi-
cativas respecto a la respuesta de la ad-
ministracion de PG el dia 6 o 7 de inicia-
do los protocolos y por lo tanto para este
trabajo se tomo esta variante con la fina-
lidad de acortar un dia los protocolos
IATF utilizados, obteniéndose resultados
similares a estos autores. Twagiramungu
y col. (1992) detectaron celos por 10 dias
(desde la primera GnRH en adelante)
mientras que Dahlen y col. (2002), no
detectaron celos. En este trabajo, si bien
la observacion de celos se hizo solamente
por 2 dias (dia 5 PM al 7 PM en los dos
protocolos IATF), los porcentajes de ce-
los detectados fueron mayores a los en-
contrados por Stevenson y col. (1999) y
Twagiramungu y col. (1992). Estos celos
(que se denominan prematuros pues ocu-
rren antes del tiempo esperado) de otra
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manera se habrian perdido y hubieran dis-
minuido el porcentaje de prefiez de la
IATF, al inseminar animales que se en-
contraran en metaestro temprano (Dal-
ton y col., 2005; Rivera y col., 2004;
Thatcher y col., 2000; Yamada, 2005). El
porcentaje de celos detectados en el pro-
tocolo DPG no fue diferente al del HSYM,
pero la cantidad de animales inseminados
fue menor, ya que en este tltimo se inse-
mino el 100% de los animales y en el DPG
se inseminaron solo el 63%; Kasimanic-
kam y col. (2005) describen resultados
coincidentes. En el protocolo HSYM se
detectaron mas celos prematuros que en
el OSYM y la razén fue la sustitucion de
la GnRH por BE al final del protocolo
para inducir la ovulacion, ya que el BE
no inhibe las manifestaciones de celo,
como si lo hace la GnRH. Martinez y
col. (2004) realizaron un trabajo con va-
quillonas para carne usando BE para sin-
cronizar la emergencia de las ondas foli-
culares y también encontraron que se pro-
ducia un alto porcentaje de celos prema-
turos (28%) antes de la IATF, mas bajo
que los hallados en nuestro trabajo debi-
do a que el protocolo usado fue algo dife-
rente. Seguin estos autores, la aplicacion
de BE 24 horas luego de PG (administra-
da el dia 6 de comenzada la sincroniza-
cion de la emergencia de las ondas folicu-
lares) da como resultado una expresion
de celos muy baja (10,4%) que sumado al
corto intervalo entre la PG y la aplica-
cion del BE, produciria luteolisis prema-
tura, hecho que aparentemente no se ob-
servo en nuestro trabajo corroborado por
los resultados obtenidos. Estos investi-
gadores no usaron GnRH sino BE para
sincronizar la emergencia de las ondas
foliculares (Dia 0 del protocolo) y posi-
blemente ésta sea la diferencia entre sus
resultados y los nuestros, donde se logro
un alto porcentaje de celos en el HSYM.

La prefiez fue mayor en los animales con
IACD que en los con IATF. Estos resul-
tados apoyarian la hipdtesis que la ferti-
lidad de la IACD es mayor que la de
IATF, lo que coincide con varios repor-
tes (Cavestany y col., 2005; Cavestany
y col., 2007; Dalton y col., 2005; Lean y
col., 2003; Stevenson y col., 2000). Sin
embargo, Martinez y col. (2004) afirman
que los celos inducidos por aplicacion de
PG y los espontaneos o naturales, tienen
la misma fertilidad.

El porcentaje de concepcion (PC), defi-
nido como animales prefiados sobre inse-
minados, no fue diferente en los tres tra-
tamientos, sin embargo, el porcentaje de
prefiez (PP) que combina el porcentaje
de deteccion de celos y el porcentaje de
concepcion (PDC x PC) fue menor en el
grupo DPG, lo que coincide con un me-
nor porcentaje de deteccion de celos en
este grupo. Esto implica que se prefiaron
mas animales en un periodo menor de
tiempo y esta de acuerdo con Ferguson y
Galligan (1993) que consideran que el
mejor parametro a utilizar en un progra-
ma de inseminacion artificial es el por-
centaje de prefiez, que mide el total de
prefieces logradas en 21 dias (un ciclo
estral).

En este trabajo se consideraron todos los
animales prefiados como respuesta a los
protocolos (los IATF y los IACD) debi-
do que consideramos que estan involu-
cradas dentro del total de cada protoco-
lo. Martinez y col. (2004) eliminan del
analisis de sus resultados las vaquillonas
que muestran celos prematuros y resul-
tan prefladas, lo cual resulta en porcenta-
jes diferentes. La administracion de PG
el dia 6 de cada uno de los protocolos
IATF no afect6 el PC niel PP, en compa-
racion con la administracion de PG el dia
7 segin describen diferentes autores
(Barros y col., 2000; Cavestany y col.,
2002; Kasimanickam y col., 2005;
Martinez y col., 2004; Pursley y col.,
1995; Roy y Twagiramungu, 1999). A
pesar de la diferente incidencia de celos
prematuros en el OSYM y HSYM
(22,7%y 60,3% respectivamente), el PC
y el PP no fueron diferentes, a pesar de
lo expresado por Busch y col. (2008),
que afirman que los PP son més altos en
aquellos animales inseminados que mos-
traron celo respecto a los otros que no lo
hicieron y fueron inseminados con IATF.
La presencia de ciclos estrales cortos en
vaquillonas en los protocolos IATF re-
duce la prefiez y la concepcion (Schmitt
y col., 1996), aunque esto no sucede en
vacas adultas (Pursley y col. (1994a;
Twagiramungu y col., 1995). El hecho que
los intervalos cortos s6lo ocurran en aque-
llas vaquillonas que recibieron la segunda
dosis de GnRH en un protocolo Ovsyn-
ch (por lo tanto se inseminan a tiempo
fijo), parece reafirmar lo expresado por
Schmitt y col. (1996) que la primera par-
te de la sincronizacion de estos protoco-

los (desde la aplicacion de la primera
GnRH hasta la aplicacion de PG), no causa
directamente los ciclos interastrales cor-
tos y esto apoya la opcion del uso de BE
en lugar de GnRH para inducir la libera-
cion de LH y reducir la variabilidad en el
tiempo de la liberacion de esta hormona
en concomitancia con la aparicion del
celo.

Cavestany y col. (2002) realizaron un
trabajo en vaquillonas de razas para car-
ne en el cual en uno de los grupos se uti-
lizé6 Ovsynch con observacion de celos
desde el dia 0 al dia 25 y cuyos resulta-
dos de prenez (41,0%) difieren con los
obtenidos en el OSYM de nuestro traba-
jo (69,0%); en otro grupo en el cual se
utilizé el mismo protocolo pero sin de-
teccion de celos, los resultados de pre-
fiez (62,3%) fueron similares a los obte-
nidos en el OSYM. Nuestros resultados
son similares a Twagiramungu y col.
(1992 y 1995), pero debe notarse que en
uno de los protocolos realizados por es-
tos autores, se hizo deteccion de celos.
En vaquillonas es mucho mas efectivo
utilizar este tipo de protocolos debido a
la débil expresion de los celos y a su cor-
ta duracion (Stevenson y col., 1996). Se-
gun B6 y col. (2000), un factor impor-
tante que puede influir negativamente en
que el protocolo Ovsynch no sea del todo
efectivo en vaquillonas es la menor dura-
cion de las ondas foliculares (con un re-
cambio folicular mas rapido y mas ciclos
de tres ondas), siendo menores que en las
vacas en lactancia (con recambio folicu-
lar més lento y mas ciclos de dos ondas).

La utilizacion de la deteccion de celos en
los protocolos con IATF entre los dias 5
PM y 7 PM, mejoré el porcentaje de pre-
fiez respecto a los resultados presentados
para el Ovsynch y Heatsynch clasicos y
aumento en casi un 20% el PP respecto a lo
obtenido con el uso del protocolo DPG.

A pesar que existio un «efecto afio» en
los resultados, éste fue similar para el PC
y para el PC; esto fue posiblemente debi-
do a que el régimen pluviométrico fue
mayor en el afio 1 que en el 2, lo que
repercutio en una mayor oferta, disponi-
bilidad y calidad de forraje en el primer
aflo mientras en el segundo afio se pre-
sent6 una sequia importante en el mo-
mento de las inseminaciones. En siste-
mas pastoriles como el de Uruguay, el
efecto de variables climaticas sobre la re-

26

Veterinaria, (Montevideo) 47 (182) 23-28 (2011)



produccién es notorio y posiblemente
dificil de evitar.

Se encontré también una variacién impor-
tante entre predios a pesar que los trata-
mientos fueron realizados de manera exac-
ta en cada uno de ellos y el inseminador
fue el mismo en todos los casos. Los pro-
tocolos también se iniciaron en la misma
estacion del ano en todos ellos, con esca-
sos dias de diferencia. Aunque se trat6 de
que la distribucion de animales entre ellos
(y entre tratamientos dentro de ellos) fue-
ra similar, el nimero de animales utiliza-
dos en el analisis estadistico (luego de

editados los datos y eliminados los ani-
males con informacion incompleta) fue
ligeramente diferente. El disefio experi-
mental no fue planteado para evaluar el
consumo de forraje ni la calidad del mis-
mo en cada predio, a pesar que en todos
los casos los animales se encontraban en
campo natural. Lo que si resulta impor-
tante destacar de este ensayo, es que re-
sultados de protocolos similares no son
extrapolables a diferentes predios o si-
tuaciones, sobre todo cuando se trabaja
en predios comerciales donde es imposi-
ble controlar todas las variables involu-

cradas. Aunque son escasos los reportes
de trabajos de sincronizacion en el pais
(no asi la existencia de trabajos en si),
Cavestany y col. (2002) reportan resul-
tados diferentes trabajando con vaquillo-
nas en condiciones similares.

Se confirmo la hipotesis planteada que
los protocolos de sincronizacion de celos
y ovulaciones (IATF) permiten lograr un
mayor porcentaje de prefiez cuando se
usan con deteccion de celos entre los dias
5 PM y 7 PM a partir del comienzo de
los mismos y son superiores a los obte-
nidos con DPG.
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Diagnostico

Intoxicacion por Senecio spp. (Asteraceae) en equinos en Uruguay

Rivero, R.%; Matto, C.%; Adrien, M.L.?; Alvarez, V3

RESUMEN

Se describen dos focos de intoxicacion por Senecio spp. en equi-
nos ocurridos en el Departamento de Paysandu entre Noviem-
bre 2009 y Enero 2010. En ambos focos los animales pastorea-
ron durante el invierno, potreros con baja disponibilidad de
forraje con abundante presencia de plantas de Senecio spp. Prin-
cipalmente se afectaron equinos jovenes. Los signos clinicos
observados fueron: pérdida de peso, excitacion o depresion,
andar compulsivo o en circulos, presion de cabeza contra obje-
tos, ataxia, tenesmo y muerte. En el primer foco la morbilidad
registrada fue de 24% y la mortalidad de 20,6%. Mientras que
en el segundo, la morbilidad fue de 20% y la mortalidad de
15,5% respectivamente. A la necropsia se destaco al corte un
aumento de la consistencia del higado, con oscurecimiento del
parénquima y patréon de areas rojizas combinadas con areas
mas claras. También se observo edema de mesenterio, moderada
ascitis y en algunos animales hidropericardio. Los hallazgos
histopatologicos mas destacados fueron en el higado, megaloci-
tosis de los hepatocitos, proliferacion canalicular, fibroplasia 'y
presencia de nodulos de regeneracion, y en el sistema nervioso
central, vacuolizacion de la sustancia blanca del encéfalo, pre-
sencia de astrocitos de Alzheimer tipo II y moderado edema
perivascular y perineuronal.

Palabras clave: Senecio, Asteraceae, enfermedades de los
equinos, patologia

SUMMARY

Two outbreaks of Senecio spp. intoxication in horses, occurred
in Paysandu County between November 2009 and January 2010
are described. In both situations animals grazed during last
winter, paddocks with low forage availability and plenty of
Senecio spp. plants. Mainly young animals were affected.
Clinical signs were: loss of weight, excitability or depression,
aimless walking, circling, head pressing, ataxia, tenesmus and
death. In the first outbreak morbidity was 24% and mortality
20.6%, whereas in the second morbidity was 20% and mortality
15.5%. At necropsy liver was firmer, with darker parenchyma
or enhancement of the lobular pattern. It was also found
mesenteric edema, moderate ascites and in some animals
hydropericardium. Main histopatological findings were in liver
hepatomegalocytosis, biliary hyperplasia, fibrosis and presence
of regeneration nodules; in central nervous system there were
spongy degeneration of cerebral white matter, Alzheimer type
II astrocytes, and mild -perivascular and perineuronal edema.

Key words: Senecio, Asteraceae, diseases of horses, pathology

INTRODUCCION

en pastoreo o que recibian fardos de al-

El género Senecio se encuentra dentro de
la familia de las plantas compuestas (Com-
positae) y esta integrado por mas de 1200
especies distribuidas mundialmente
(principalmente en zonas de clima tem-
plado y templado-calido). En Uruguay
se han identificado 25 especies diferen-
tes de Senecio, siendo las principales S.
selloi, S. madagascariensis, S. brasilien-
sisy S. grisebachii (Preliasco y Monroy,
2008). Este género provoca cuantiosas
pérdidas en la produccion pecuaria, debi-
do a su toxicidad para bovinos, equinos,
ovinos, caprinos, suinos, entre otras es-
pecies y también por su alta capacidad
de invasion (Preliasco y Monroy, 2008).
Uruguay registra una importante morbi-
lidad y mortalidad de bovinos debido a
plantas toxicas, siendo Senecio spp. la

principal planta del Este del pais y la
segunda mas importante en el Litoral-oes-
te (Rivero y col., 2009).

A nivel mundial se encuentran escasos
reportes de intoxicacion por Senecio spp.
en equinos. En Canada se registré un caso
colectivo de intoxicacion en animales a
pastoreo por Senecio jacobaea, relacio-
nado a un periodo de sequia previo en el
area y presencia dominante de esta male-
za (De Lanux-Van Gorder, 2000).

En América del Sur, también existen po-
cos registros de casos de intoxicacion. En
Brasil el primer caso fue reportado por
Carvalho y Mauge (1946), citado por
Riet-Correa y col, (1998) con Senecio
brasiliensis. Los estados de Santa Cata-
rina y Rio Grande do Sul, han registrado
focos de intoxicacion por Senecio brasi-
liensis y Senecio oxyphyllus en equinos

falfa contaminados, desconociéndose en
uno de los focos la especie responsable
(Gavay Barros, 1997; Karam y col, 2004;
Lucenay col., 2010). En Chile, el Hospi-
tal Veterinario de la Universidad Austral
ha reportado el diagnostico de seneciosis
en equinos por Senecio erraticus (Araya,
1990).

Pilati y Barros (2007), en Brasil realiza-
ron la reproduccion experimental de la
intoxicacion por Senecio brasiliensis en
equinos, resultando toxico y mortal tan-
to en dosis unicas a 8,75 g/kg y 15 g/kg,
como en dosis repetidas que variaron en-
tre el 1,74% al 9.66% del peso vivo.

En Uruguay la ocurrencia de casos de in-
toxicacion por Senecio spp. en equinos
es rara. Solo hay un foco registrado por
el Laboratorio Regional Este de la

'«DILAVE «Miguel C. Rubino», Laboratorio Regional Noroeste C.C. N°57037, Paysandu-Uruguay, CP 60.000. Correo electronico: rrivero@mgap.gub.uy
*Facultad de Veterinaria, Dpto de Salud en los Sistemas Pecuarios.Estacion Experimental «Dr. Mario A. Cassinoni», Paysandu. Ruta 3, Km 363.
’Ejercicio Liberal. Avenida Espafia 1431, Paysandd, Uruguay.
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DILAVE «Miguel C. Rubino», en el De-
partamento de Treinta y Tres en el afio
2007, donde de una poblacion de 10 equi-
nos enfermaron 5 y murieron 3 (Dutra,
F., Comunicacién Personal, 2010).

La toxicidad de las diferentes especies de
Senecio, se debe a la presencia de alcaloi-
des pirrolizidinicos, que producen una
inhibicion de la sintesis de ADN y la mi-
tosis de los hepatocitos, provocando he-
patomegalocitosis, diferentes grados de
fibrosis hepatica y proliferacion de los
ductos biliares (Stalker y Hayes, 2007).

Los equinos intoxicados por Senecio pre-
sentan comunmente signos de encefalo-
patia hepatica como: presion de cabeza
contra objetos, andar compulsivo o en
circulos, somnolencia, ataxia, ceguera,
dismetria, convulsiones y coma terminal.
También se observan otros signos como
anorexia, disfagia, masticacion continua,
pérdida de peso, diarrea o constipacion,
ictericia y fotosensibilizacion (Gava y
Barros, 1997; Riet-Correa y col., 2009;
Stalker y Hayes, 2007). El cuadro clinico
tiene una evolucion variable, reportando-
se en casos experimentales duracion de 1
a 30 dias (Pilati y Barros, 2007) y en
casos espontaneos de 3 a 60 dias (Gavay
Barros, 1997).

El objetivo del presente trabajo es des-
cribir dos focos recientes de intoxicacion
por Senecio spp. en equinos en el area
litoral-oeste del Uruguay.

MATERIALESY METODOS

Los focos se observaron en dos estable-
cimientos rurales del Departamento de
Paysandu 3° y 4° seccional policial res-
pectivamente. Los datos epidemioldgicos,
clinicos y patologicos fueron colectados
durante las visitas realizadas a los pre-
dios afectados.

En ambos establecimientos se tomaron
muestras de plantas de Senecio spp. para
su tipificacion, por parte del Grupo Dis-
ciplinario de Pasturas (Departamento de
Produccion Animal y Pasturas), Estacion
Experimental «Mario A. Cassinoni»
(EEMAC) de la Facultad de Agronomia,
Universidad de la Reptblica.

Las observaciones clinicas fueron com-
plementadas con necropsias. En el pri-
mer foco se realizaron dos necropsias y
en el segundo foco una. En ambos focos
los animales necropsiados correspondian
a categorias jovenes, potrancos diente de

leche de aproximadamente 2 afios. Las
muestras obtenidas fueron procesadas
por la seccion histopatologia del Labora-
torio Regional Noroeste de la DILAVE
«Miguel C. Rubino», donde fueron fija-
das en formol bufferado al 10%, embebi-
das en parafina, cortadas en secciones de
5 micras de espesor y coloreadas con
hematoxilina y eosina (HE).

RESULTADOS

Tipificacién botanica

Las plantas obtenidas en ambos focos fue-
ron identificadas como Senecio grisebachii
(Ing. Agr. Ramiro Zanoniani, Dpto. de Pro-

duccién Animal y Pasturas, EEMAC, Fa-
cultad de Agronomia, UdelaR).

Datos epidemioldgicos, signos
clinicos y hallazgos anatomo-
patoldgicos

Primer foco

En el mes de noviembre de 2009 se con-
currid a un establecimiento localizado en
la 3* seccional policial de Paysandu, por
el motivo de la muerte de equinos en los
ultimos 20 dias y desmejoramiento pro-
gresivo en otros animales del lote. El mis-
mo estaba compuesto de 29 equinos de la
raza Criolla, de varias categorias, que
pastoreaban un potrero de campo natu-
ral con buena disponibilidad de forraje.
Durante el invierno de 2009, este lote
habia permanecido en otro
establecimiento ubicado en la
6* seccional policial de
Paysandu, donde los anima-
les pastorearon potreros con
escasa disponibilidad de ali-
mento y abundante presen-
cia de plantas de Senecio gri-
sebachii con evidencia de ha-
ber sido consumidas. El dia
de la visita habia tres anima-
les afectados, de los cuales
uno sobrevivié y dos murie-
ron. Estos eran animales jo-
venes de aproximadamente 2
afios de edad, siendo afecta-
dos ambos sexos. Los signos
clinicos observados fueron
adelgazamiento, excitacion o ;
depresion, andar compulsivo, & 7%

muerte (Figura 1). En el lote enfermaron
7 animales (morbilidad: 24%) y murieron
6 (mortalidad: 20,6%), correspondiendo
la mayoria a categorias jovenes, menores
de 3 afios de edad.

A la necropsia de dos animales los mis-
mos presentaban higado con coloracion
mas oscura de lo normal, aumento de con-
sistencia y acentuacion del patron lobu-
lar. En el abdomen habia moderada ascitis
y en el mesenterio edema. A nivel de en-
céfalo se observo congestion meningea.

El examen histopatologico revelo higado
con moderada proliferacion fibroblastica
a predominio periportal, proliferacion de
los ductos biliares, hepatomegalocitosis
(aumento de tamafio del ntcleo y cito-
plasma) con moderada vacuolizacion de
los hepatocitos, hemorragias y necrosis
individual (Figura 2). El intestino delga-
do tenia severo edema en la capa submu-
cosa y enteritis catarral con infiltracion
por eosindfilos. En el sistema nervioso
central las meninges se encontraban con-
gestivas. En la sustancia gris se observo
edema perivascular y perineuronal, va-
cuolizacion de la sustancia blanca corti-
cal (estatus espongioso) con congestion.

Segundo foco

En el mes de enero de 2010, en un predio
ubicado en la 4* seccional policial de
Paysandu, se concurrié por un cuadro de
mortalidad en equinos con sintomatolo-

incoordinacion, ataxia, pre- Figura 1. Equino hembra, 2 afios de edad. Adelgazamiento,

sion de la cabeza contra ob-
jetos, masticacion continua y

depresion, incoordinacion.
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250X.

gia nerviosa. El lote de 45 animales per-
manecio durante el invierno del afio 2009
en un potrero de campo natural de 30 ha
con presencia de plantas de Senecio
grisebachii y escaso forraje, donde el
productor constatd el consumo de la
misma por los equinos. Los primeros
signos clinicos en los animales afecta-
dos se observaron a partir de Noviem-
bre de 2009. Presentaban pérdida de
peso, ictericia, depresion, alejamiento
del lote, andar en circulos e incoordina-
cion y tenesmo. Fueron afectadas dos
yeguas de 6 afios, seis potrancas y una
yegua de 15 afios. La morbilidad fue de
20% y la mortalidad de 15,5%. En las
necropsias practicadas se observo icte-
ricia en subcutaneo, ascitis e hidroperi-
cardio. Higado con parénquima con areas
rojizas y claras con aumento de consis-

Figura 3. Higado. Equino afectado en el segundo foco.
Megalocitosis, fibroplasia, presencia de noédulo
de regeneracion. H.E. 250X.

i i R P S $
Figura 2. Higado. Equino afectado en el primer foco
Fibroplasia,megalocitosis, proliferacion de los
canaliculos biliares, necrosis individual. H.E.

tencia y presencia de nédu-
los blanquecinos de 2 a
3 mm de didmetro. El esto-
mago presentaba numerosas
ulceras en su mucosa; el me-
senterio con moderado ede-
ma y escasa presencia de
grasa. En la histopatologia se
destacaba en higado prolife-
racion del epitelio canalicular
biliar principalmente a nivel
de triadas portales, fibropla-
sia difusa, megalocitosis y
presencia de varios nddulos
de regeneracion (Figura 3). A
nivel de sistema nervioso cen-
tral, en la sustancia gris corti-
cal moderada degeneracion
neuronal, observandose mo-
derado edema perivascular y
vacuolizacion (estatus espon-
gioso) en la sustancia blanca en corteza, gan-
glio basal, talamo y cerebelo; presencia de
astrocitos de Alzheimer tipo II.

DISCUSION

En los dos focos descritos, los datos epi-
demioldgicos, signos clinicos, lesiones ma-
croscopicas y los hallazgos histopatolo-
gicos permiten realizar un diagnostico de
intoxicacion por Senecio spp. en equinos,
estando en concordancia con lo reportado
por diferentes autores (Araya, 1990; De
Lanux-Van Gorder, 2000; Gava y Barros,
1997; Pilati y Barros, 2007; Riet-Correa
y col., 2007; Riet-Correa y col., 2009).

En Uruguay no existen trabajos que des-
criban casos de intoxicacion por Senecio
spp. en equinos. En la region sur de Bra-
sil, entretanto, la constatacion de casos de
intoxicacion no es muy frecuente, en com-
paracion al nimero de focos
registrados en bovinos y en
menor proporcion, en ovinos
(Karam y col., 2004; Lucena
y col., 2010). Esto se rela-
cionaria con una selectividad
mayor de los equinos en sus
habitos alimenticios (Gava 'y
Barros, 1997). También a un
mayor cuidado de estos ani-
males con respecto a otras
especies, debido a que los
equinos son utilizados para
el trabajo o transporte y ge-
neralmente son destinados a
potreros con buena disponi-
bilidad de forraje e incluso

suplementados en situaciones de penuria
alimenticia.

En ambos focos se tipifico la presencia
de Senecio grisebachii en los potreros,
especie que se encuentra en mayor pro-
porcion en el litoral de Uruguay (Prelias-
co y Monroy, 2008). En nuestro Pais,
esta planta fue administrada experimen-
talmente a bovinos, resultando toxica a
dosis de 15, 24 y 45 g/kg de peso vivo
(Preliasco y Monroy, 2008). En relacion
a esta especie, estudios recientes realiza-
dos en el USDA-ARS Poisonous Plant
Research Laboratory (Utah, Estados
Unidos) a partir de muestras remitidas
por el Laboratorio Regional Noroeste de
plantas de la region litoral-oeste, indican
que S. grisebachii tiene una concentra-
cion de alcaloides pirrolizidinicos totales
de entre 2944 a 3761 pg/g, por lo que
seria de alta toxicidad para los animales
(Rivero, 2010; datos sin publicar).

La casuistica del Laboratorio Regional
Noroeste en el periodo 1998-2010, regis-
tré un pico epidémico de presentacion de
focos de intoxicacion por Senecio spp.
en bovinos durante el segundo semestre
del afio 2009. Esto se encuentra clara-
mente relacionado al periodo de sequia
sufrido en la region litoral de Uruguay en
el periodo setiembre 2008 a febrero 2009
(INIA GRAS, 2008, 2009) lo que produ-
jo escasez de forraje y el consumo de la
planta por bovinos y equinos. Se obser-
va una asociacion temporal entre el pico
epidémico de presentacion de intoxica-
cion por Senecio spp. en bovinos en el
area de influencia del Laboratorio, y la
ocurrencia de los focos en equinos. Simi-
lares condiciones climaticas y de dispo-
nibilidad forrajera, se registraron en el
foco descrito en Canada (De Lanux-Van
Gorder, 2000).

El hecho de que, en ambos casos fueran
afectados mayoritariamente animales jo-
venes, podria estar en relacion a varios
factores como: desconocimiento de la
planta (Giles, 1983; citado por Araya,
1990); o una menor masa corporal que un
animal adulto, por lo que requeririan una
cantidad menor para ser intoxicados. Sin
embargo, algunos autores reportan una va-
riacion individual con respecto a la suscep-
tibilidad a los alcaloides pirrolizidinicos
(Craig y col., 1991; citado por De Lanux-
Van Gorder, 2000) que fue constatada en
reproducciones experimentales en equinos
en Brasil (Pilati y Barros, 2007).
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El cuadro clinico observado junto con los
hallazgos histopatologicos a nivel de hi-
gado, indican que los animales presenta-
ron un cuadro de curso cronico con desa-
rrollo de fibrosis hepatica. Esto podria
estar dado por el consumo de dosis altas
de plantas respecto al peso vivo durante
un largo periodo de tiempo (Pilati y Ba-
rros, 2007). Por otro lado, en el momento
que se presentan los signos clinicos las
lesiones hepaticas son irreversibles (Men-
dely col., 1988, citado por Araya, 1990).
La sintomatologia observada a predomi-
nio nervioso estaria en relacion a la hipe-
ramoniemia presente, como consecuen-
cia de la pérdida de funcionalidad hepati-
ca. Otro signo de falla hepatica como fo-
tosensibilizacion, descrito en equinos por
otros autores, no fue observado en estos

casos de campo (Gava y Barros, 1997;
Pilati y Barros, 2007). Los higados de
los equinos afectados presentaban al es-
tudio histopatologico principalmente he-
patomegalocitosis y fibrosis periportal
moderada, a diferencia de lo que se ob-
serva en los bovinos donde la prolifera-
cion de tejido fibroso es difusa, infiltran-
do a lo largo de los sinusoides, separando
los 16bulos y aislando los hepatocitos
(Stalker y Hayes, 2007).

La ausencia de lesiones histopatoldgicas
inflamatorias y/o degenerativas especifi-
cas en el sistema nervioso central, aso-
ciadas a la epidemiologia y signos clini-
cos observados, permiten descartar otras
enfermedades que causan sintomatologia
nerviosa en equinos como: encefalomieli-
tis virica (tipo occidental, oriental y ve-

nezolana), rabia, Fiebre del Nilo occiden-
tal, mieloencefalopatia por herpesvirus
(HVE-1), intoxicacion por Centaurea
solstitialis, tétanos, leucoencefalomalacia
(Fusarium moniliforme), intoxicacion por
plomo y botulismo (Radostits y col.,
2002).

Si bien la intoxicacidén por Senecio spp.
en equinos es de reciente descripcion en
Uruguay, es una enfermedad a tener en
cuenta, ya que la planta se encuentra dis-
tribuida en todo el territorio, puede pro-
vocar pérdidas econdomicas por muerte de
animales y sobre todo, es importante para
el diagnostico diferencial de enfermeda-
des con sintomatologia nerviosa que cons-
tituyen Zoonosis como Encefalomielitis
Equina Este, Oeste y Venezolana; Fiebre
del Nilo y Rabia.
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