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RESUMEN

Se describen los hallazgos clinicos y patologicos de la intoxicacion experimental por
Senna occidentalis en cerdos. Seis cerdos se distribuyeron en dos grupos, uno de los
cuales se alimentd con una racién que contenia 10% de vainas y semillas de S.
occidentalis por 30 dias y el otro grupo permanecié como grupo control, recibiendo
alimento comercial. Los animales intoxicados mostraron letargia, ataxia, temblores
musculares, pérdida de peso y decubito. La enzima creatina fosfoquinasa aument6
significativamente en los cerdos intoxicados con S. occidentalis (p<0.05). La
histopatologia reveld que los cerdos intoxicados sufrieron degeneracion de las fibras
musculares y fibrosis en los musculos esqueléticos. La microscopia electronica reveld
lesiones mitocondriales. Los resultados confirman el efecto miotéxico de la intoxicacion

cronica por S. occidentalis en cerdos.

PALABRAS CLAVES: necrosis muscular; planta téxica; produccion porcina.

ABSTRACT

The clinical and pathological findings of the experimental poisoning by Senna
occidentalis in pigs are described. Six pigs were distributed into two groups, one of
which was fed a ration containing 10% pods and seeds of S. occidentalis for 30 days
and the other group remained as a control group. The intoxicated animals showed
lethargy, ataxia, muscular tremors, weight loss and recumbency. The enzyme creatine
phosphokinase increased significantly in pigs intoxicated with S. occidentalis (p<0.05).
The histopathology revealed that the intoxicated pigs had degeneration of the muscle
fibres and fibrosis in the skeletal muscles. Electron microscopy revealed mitochondrial

lesions. The results confirm the myotoxic effect of chronic poisoning by S. occidentalis

in pigs.

KEYWORDS: muscular necrosis; toxic plant; pig production.
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INTRODUCCION

Senna occidentalis (L.) Link es una planta herbacea anual, perteneciente a la
familia Leguminosae y subfamilia Caesalpinioideae, conocida vulgarmente en el Norte
Argentino como “cafetillo, falso café, pico de pajaro, café salvaje y hierba hedionda”
(Salas y Caspe, 2014). Puede ser diferenciada de otras especies del género por el
aspecto del fruto, el cual en S. occidentalis crece con la extremidad libre hacia arriba
(Tokarnia y col., 2012). Es una planta ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, donde habita areas con pastos bajos, suelo fértil, campos
cultivados y con alta carga animal (Barros y col.,1990). Varias especies son sensibles
a la toxicidad de esta especie. Naturalmente se han registrado caso en bovinos, suinos
y equinos (Colvin y col., 1986; Martins y col., 1986; Irigoyen y col.,1991). En forma
experimental la intoxicacion ha sido reproducida en estas especies, ademas de otras
como conejos, roedores y aves (Colvin y col.,, 1986; Martins y col.,1986; Irigoyen y
col.,1991; Rodrigues y col.,1993; Cavalieri y col.,1997; Calore y col.,1998; Nakage y
col., 2000; Tasaka y col.,2000; Barbosa-Ferreira y col.,2005; Aragao et al., y col.,
2009; Vashishtha y col.,2009; Marin, 2010; Barbosa-Ferreira y col., 2011; Carmo y
col.,2011; Silva y col.,2011; Oliveira-Filho y col.,2013). Los principios activos de la
planta, pertenecen a distintos grupos, desde alcaloides, albumina toxica, N-
metilmorfina y oxi-metil- antraquinonas; sin embargo el componente miotdxico no ha
sido identificado (Tokarnia y col., 2012).

Es una de las plantas téxicas mas importantes de interés veterinario en ciertas
regiones (Oudhia, 2008). Un rasgo distintivo de esta especie es que sus semillas
pueden contaminar raciones destinadas al consumo animal (Barros y col., 1990). La
intoxicacién ocurre cuando los animales ingieren cereales 0 heno mezclados con
hojas, tallos vy, principalmente, con semillas de S. occidentalis (Dollahite y Henson,
1965; Henson y Dollahite, 1966; Mercer, 1967).

El curso en animales intoxicados varia desde una presentacion aguda a
cronica, dependiendo de la cantidad de planta consumida (Tokarnia y col., 2012); la
signologia puede comenzar con una diarrea hasta presentar trastornos locomotores, y
se acompafia de alteraciones en musculos esqueléticos, higado, rifién, corazon y
SNC (Tokarnia y col., 2000; Albarracin y col., 2008; Vashishtha y col., 2009; Hubinger
y col., 2000; Mussart y col., 2013).

Teniendo en cuenta la amplia distribucion de S. occidentalis en nuestra Regién
Nordeste existe un riesgo real que los animales de produccion ingieran esta planta

(Salas y Caspe, 2014). En el caso de los cerdos, la produccion porcina en esta zona
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se realiza a pequefia y mediana escala bajo sistemas extensivos y semi-intensivos, en
los que resulta indispensable el aprovechamiento de la oferta forrajera disponible
(Brunori, 2013). En este marco, el objetivo del presente trabajo fue reproducir
experimentalmente, en cerdos, la intoxicaciébn con S. occidentalis, a partir del
consumo del 10 % de vainas y semillas de S. occidentalis y describir la signologia, las

modificaciones enzimaticas y los hallazgos microscépicos a nivel muscular.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

En Argentina se registran unas 35 especies de género Senna que habitan
desde Misiones, Salta y Jujuy hasta Rio Negro y Neuquén (Burkat, 1987; Troiani y col.,
1994). Todas las especies de Senna son toxicas; sin embargo, S. occidentalis y S.
obtusifolia son consideradas las mas problematicas (Oudhia, 2008).

Existen reportes de intoxicacidon accidental en animales y humanos por S.
occidentalis en distintas partes del mundo (Vashishtha y col., 2009). En nuestro pais,
en el ano 2014, se comunico la ingestion de semillas de S. occidentalis por parte de
una nifa en la provincia de Tucuman, que sufrié una insuficiencia hepatica aguda
fulminante (Motto y col., 2014). En animales, la intoxicacion generalmente se produce
por contaminacion ocasional de las raciones, debido a que la planta crece entre los
cultivos de maiz, sorgo y soja (Barros y col.,, 1990). A pesar que los cultivos son
previamente tratados, pueden resultar contaminados con semillas de S. occidentalis
dado que estas poseen similar tamano y densidad que los granos de los cereales
mencionados (Tasaka y col., 2000). En el caso de la especie porcina, existen escasos
reportes, provenientes de trabajos realizados en Brasil y EE. UU., referidos a la
intoxicacién experimental con semillas de S. occidentalis (Colvin y col., 1986; Martins y
col., 1986; Rodrigues y col., 1993).

La produccién porcina es una alternativa en nuestra region que viene
transitando un camino de oportunidades que llevaran al desarrollo y a la consolidacion
de esta actividad (Brunori, 2007). La cria de cerdos al aire libre es muy comun en
nuestro pais y en el resto del mundo, caracterizandose por permitir un mejor
aprovechamiento de recursos forrajeros naturales, teniendo presente que algunas
especies vegetales pueden resultar toxicas para los animales (Brunori, 2013).

Sobre la base de lo expuesto, resulta de interés profundizar el estudio de las
alteraciones musculares en cerdos intoxicados experimentalmente con S. occidentalis
con el objetivo de aportar conocimiento respecto de las consecuencias de esta

intoxicacion esta especie, y de contribuir a prevenir posibles intoxicaciones.
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HIPOTESIS

En cerdos, el consumo de vainas y semillas de S. occidentalis produce lesiones

musculares.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar experimentalmente la intoxicacion muscular a partir de una racion
conteniendo 10% de vainas y semillas de Senna occidentalis empleando el cerdo

como modelo experimental.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar mediante un analisis fitoquimico cualitativo los principios activos, a

partir de un extracto acuoso elaborado con vainas y semillas de S. occidentalis.

e Evaluar la sintomatologia, las alteraciones musculares y bioquimicas

producidas por la intoxicacion.
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MARCO TEORICO

La actividad pecuaria constituye uno de los principales aportes para la
economia de Argentina, donde los animales se crian generalmente bajo un sistema de
explotacién extensivo, sobre grandes extensiones, bajo campo natural o praderas
levemente mejoradas. Para lograr buenos indices productivos y reproductivos en estas
condiciones se deben aprovechar para la alimentacién especies vegetales autéctonas
(Moreno vy col., 2009).

La produccion porcina en la Argentina representa el 0,09 % de la produccion
porcina mundial (MAGyP 2012); hoy se estima que el pais posee 5.119.438 cerdos
(SIGSA — SENASA, 2017). En cuanto a la distribucién del stock nacional por regiones,
el NEA cuenta con el 11,25 % de dicho stock. La provincia de Corrientes posee un
stock total de 84.730 cerdos, repartidos en 5.362 establecimientos, de los cuales el
99,04 % corresponde a productores con hasta 50 madres (SIGSA — SENASA, 2017).

Argentina se caracteriza por su amplia disponibilidad de superficies y por
poseer condiciones agro-ecoldgicas propicias para la crianza de cerdos, respetando el
bienestar animal y cuidando el medio ambiente. Posee excelente aptitud en cuanto a
suelos, clima y disponibilidad de agua dulce. Ello le permite ser un gran productor de
cereales y oleaginosas, principales insumos de la actividad. El rubro alimentacion
impacta en el costo de producciéon del cerdo entre el 60 % y el 80 %, similar a las
demas regiones productoras del mundo (Papotto, 2006).

Los sistemas de pequeia y mediana escala, totalmente a campo o mixtos, se
caracterizan por ser una alternativa de produccion adecuada para pequefios
productores, dado que permite un mejor aprovechamiento de recursos forrajeros
naturales, no obstante debe tenerse presente que algunas especies vegetales pueden
resultar toxicas para los animales (Brunori, 2013). Estos sistemas de produccioén, como
la mayoria de los existentes en Argentina, tienen ventajas y desventajas en
contraposicion con los sistemas en confinamiento, basados en dietas controladas.
Como ventaja exige menor inversién en instalaciones; si se cuenta con buenas
pasturas, reduce el costo en la alimentacién; destacando el maximo aprovechamiento
de los recursos naturales con suplementacion de granos (Vieites y col., 1997). Entre
las desventajas, se mencionan el uso de un mayor porcentaje de machos (10 a 15 %);
mayor pérdida de lechones en el parto dado que las pariciones se producen sin el
control del ambiente y con poca intervencion del hombre; bajo numero de lechones
destetados con respecto a otros sistemas de produccion. Como otra desventaja esta
el valor de la tierra, ya que hoy con la mejora en la produccion de cultivos la tendencia

es utilizar menos superficie destinada a animales y aumentar la superficie cultivada.
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Desde el punto de vista sanitario, en los sistemas a campo el manejo es minimo y la
genética es rustica y en relacion a la alimentacién podemos citar que, como existe una
baja disponibilidad de buen forraje en épocas de sequias y temperaturas
desfavorables, los animales estan obligados a ingerir pastos perennes que se
mantienen verdes todo el afio o bien que crecen mezclados con el forraje relevante
(Vieites y col., 1997). Estos pastos perennes son, no sélo de mala calidad, sino
potencialmente toéxicos (Vallejo, 1980). Es asi, que las intoxicaciones por plantas
pueden constituir un riesgo potencial en estos sistemas. Factores como palatabilidad,
hambre, sed, accesibilidad a las plantas toxicas, variaciones en su toxicidad, entre
otras pueden ser determinantes (Tokarnia y col., 2000).

Se puede definir como planta téxica de interés agropecuario aquella que,
cuando es ingerida por los animales domésticos, en condiciones naturales, causa
dafos a la salud o la muerte (Tokarnia y col., 2000). Las intoxicaciones por plantas,
acarrean graves pérdidas econdmicas en nuestro pais debido a pérdidas directas o
indirectas. Entre las pérdidas directas se consideran la muerte de animales, la
disminucion de indices productivos en los animales sobrevivientes, la disminucién de
la eficiencia de conversién y la ganancia diaria de peso, disminucién de indices
reproductivos, asi como trastornos debidos a enfermedades transitorias y a trastornos
subclinicos que incrementan la susceptibilidad a otras enfermedades debido a
inmunodepresion. Entre las pérdidas indirectas se incluyen los costos para el control
de plantas téxicas, la inhabilitacién de potreros, la compra de otros animales para
reposicion y los gastos asociados al diagnéstico y tratamiento de las intoxicaciones los
animales (Vallejo, 1980; Riet-Correa y col., 2001). En las intoxicaciones, los animales
afectados (aunque no mueran) presentan pérdida de peso o disminucion en la
produccion leche o huevos. En muchas de las plantas toxicas existentes en Argentina
tales como Senna occidentalis, Ipomoea carnea, Senecio ssp, Solanum
glaucophyllum, Echium plantagineum, Ammi biznaga, Ammi majus, Paspalum
dilatatum, Cynodon dactylon, Conium maculatum, Claviceps purpurea, Baccharis
coridifolia, Lantana camara, Leucaena leucocephala se registran este tipo de pérdidas
(Caspe y col., 2008; Quiroz Garcia y col., 2014; Marin, 2011).

S. occidentalis es una planta herbacea anual de la familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinoideae, conocida vulgarmente en Argentina, principalmente en el
Norte del pais, como “cafetillo, falso café, pico de pajaro, café salvaje y hierba
hedionda”; en Brasil como “fedegoso o manjerioba”; en Colombia como “cafecillo o
café de Brusca”; en EEUU como “coffe senna” (Salas y Caspe, 2014; Oliveira-Filho y

col., 2013). Se encuentra ampliamente distribuida en regiones tropicales vy
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subtropicales, su habitat son areas con pastos bajos en zonas con suelo fértil, campos
cultivados y con sobrepastoreo (Barros y col., 1990). Son arbustos leguminosos
erectos, ligeramente ramificados de 0,8 a 1,5 m de altura, de crecimiento
principalmente anual, pero hay otras especies perennes. Las hojas son alternas,
compuestas de cuatro o cinco pares de hojas ampliamente separadas a lo largo de un
tallo comun. Las flores son amarillas formando racimos en los extremos libres de los
tallos principales. Los frutos de la planta tienen forma de vainas finas y planas de 7,5 a
10 cm, de consistencia blanda y color verde palido cuando estan verdes; gruesas y
oscuras cuando maduran (Vashishtha y col., 2009; Yadav y col., 2010). Puede ser
diferenciada de otras especies del género por el aspecto del fruto, el cual en S.
occidentalis, crece con la extremidad libre hacia arriba (Tokarnia y col., 2012). Cada
vaina contiene entre 50 y 60 pequefias semillas (Vashishtha y col., 2009). Todas las
partes de la planta son téxicas, incluidas las hojas, tallos, vainas y semillas (Dollahite y
Henson, 1965; Henson y Dollahite, 1966; Mercer, 1967), sin embargo, las semillas
presentan mayor toxicidad (Dollahite 1964; Dollahite y Henson, 1965). Si bien no se ha
determinado, algunos autores citan que el principio activo téxico de S. occidentalis
podria ser una diantrona, una antraquinona. Se cree que esta sustancia provoca
alteraciones en el metabolismo mitocondrial por fallas en la fosforilacion oxidativa,
desencadenando edema y alteraciones en la estructura interna de esta organela
(Calore y col., 1997; Gérniak, 2008; Barbosa-Ferreira, 2008). Estudios morfolégicos y
bioquimicos demostraron que el proceso miodegenerativo es secundario al déficit
energético causado por la accién primaria del principio téxico activo a nivel de las
mitocondrias de las fibras musculares que da como resultado una disminucion en la
produccion de ATP. Las lesiones subsecuentes se dan como consecuencia la lesion
mitocondrial (Read y col., 1968; Simpson y col., 1971; Rogers, 1979; Barros y col.,
1990; O'Hara; Pierce, 1974 a, b). Por este motivo, la muerte en los casos de
intoxicacién por S. occidentalis es atribuida a una insuficiencia cardiaca congestiva
(O'Hara y col., 1969) seguida de insuficiencia respiratoria (Schmitz; Denton, 1977)
resultantes del proceso miodegenerativo que afecta al miocardio, al diafragma y a los
musculos intercostales. Esta hipdtesis, que es bastante discutible, se basa en la
observacién frecuente de edema pulmonar, la congestién y necrosis centrolubulillar
hepatica en los animales intoxicados por S. occidentalis (O'Hara, Pierce, 1974 a,b;
Read y col., 1968; Rogers y col., 1979). La planta también contiene otros componentes
potencialmente nocivos, como una albumina toxica, algunos derivados antraquinénicos
de fuerte accion catartica y un alcaloide volatil y termolabil (Nadal y col., 2003).
También se han extraido de varias especies de Senna, inclusive S. occidentalis,

sustancias como flavonoides, oxalato de calcio, glicésidos esteroides, glicosidos
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antraquinonicos, senosideos A, B, C y D, emodina, aloe-emodina, reina e crisofanol e
N-metilmorfina (Mariano-Souza, 2005; Tokarnia y col., 2012). Adicionalmente, se sabe
que el contenido de estos principios toxicos en S occidentalis varia de acuerdo a las
condiciones del suelo y el clima (temperatura y humedad) a los que la planta es
sometida (Gonzales y col., 1994). Se ha demostrado que tallos, hojas y raices de la
planta procedentes de Africa contienen saponinas, esteroles, triterpenos, quininas,
taninos y flavonoides. Por otro lado, gran cantidad de alcaloides fueron hallados en
tallos, hojas y frutos de Etiopia (Smolenski y col., 1975). A pesar de toda esta
informacion, otros autores reportaron que los principios miotdxicos no han sido aun
determinados (Yadav y col., 2010; Tokarnia y col., 2012).

Por otro lado, el uso medicinal de las plantas del género Senna por humanos
ocurre en varios paises del mundo. En occidente, la planta ha sido utilizada como
laxante por la accion catartica de los derivados antranoides contenidos en las plantas
de este género (Siergers y col., 1993). En la India, esta leguminosa es conocida
popularmente como Kasondi o Pamaad y es ampliamente utilizada en la medicina
popular india en varias terapias (Chopra y col., 1980), como antidoto para
intoxicaciones, como purificadora de la sangre, diurético, vermifugo, expectorante,
analgésico y antiinflamatorio; asi como también en el tratamiento de tuberculosis,
gonorrea, anemia, gripe y enfermedades del tracto urinario (Aragao y col., 2009).
También en la India, preparaciones compuestas por diversas hierbas son utilizadas
para disturbios hepaticos y tienen como componentes las hojas de S. occidentalis que
poseen un extracto etandlico supuestamente responsable de Ila accién
hepatoprotectora de S. occidentalis (Jafri y col., 1999). En contrapartida, hay relatos de
intoxicaciones por S. occidentalis en nifios de zonas rurales de algunas regiones de
India, por la ingestion de partes de la planta. Esos nifios desarrollaron una enfermedad
aguda y altamente mortal caracterizada por alteraciones nerviosas, lesiones
degenerativas de higado y de los musculos esqueléticos (Vashishtha y col., 20073a;
Vashishtha y col., 2007b; Pawar y Kumar, 2007). En nuestro pais, en afos recientes
se comunicé la ingestion de semillas de S. occidentalis por parte de una nifa en la
provincia de Tucuman, quien desarrollo insuficiencia hepatica fulminante (Motto y col.,
2014).

La planta es una leguminosa invasora de cultivos y durante la cosecha de los
mismos puede haber contaminacién por semillas que, posteriormente, seran ingeridas
con la racion (Riet-Correa y col., 1998; Haraguchi y col., 2003). La intoxicacién puede
ocurrir por la ingestion de toda la planta, como sucede en bovinos; pero la forma mas
comun de intoxicacion se da de modo accidental, cuando las semillas de S.

occidentalis no son separadas de los cereales (Oliveira-Filho y col., 2013). Por lo tanto,
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es factible que esta afeccion también ocurra en produccion de animales confinados,
como en la avicultura y la porcicultura (Gdrniak, 2008). En el caso del maiz y de la soja
es posible eliminar la contaminacion por S. occidentalis por medio de procedimientos
de limpieza por tamices comunmente utilizados en las unidades de procesamiento.
Para el sorgo, sin embargo, la limpieza, tanto por tamices como por ventilacion, es
ineficaz ya que sus granos tienen similares tamafio y densidad que las semillas de S.
occidentalis (Gonzales y col., 1994; Haraguchi et al. y col., 2003; Hueza y col., 2007).

El curso en animales intoxicados varia desde una presentacion aguda,
subaguda a crénica, dependiendo de la cantidad del vegetal consumido (Tokarnia y
col., 2012); por lo que la signologia puede comenzar con una diarrea hasta presentar
trastornos locomotores, y las alteraciones organicas se encuentran principalmente en
musculos esqueléticos y cardiaco, higado, rifidén y corazdén (Tokarnia y col., 2000;
Albarracin y col., 2008; Vashishtha y col., 2009; Hubinger y col., 2000; Mussart y col.,
2013). La gravedad de las lesiones difiere entre las especies animales (Barros, 1991).

Casos de intoxicacion natural han sido registrados en bovinos, cerdos, equinos
y en forma experimental la intoxicacion ha sido reproducida en bovinos, equinos,
porcinos, caprinos, conejos, roedores y aves (Colvin y col., 1986; Martins y col., 1986;
Irigoyen y col., 1991; Rodrigues y col., 1993; Cavalieri y col., 1997; Calore y col., 1998;
Nakage et al., 2000; Tasaka y col., 2000; Barbosa-Ferreira y col., 2005; Aragao y col.,
2009; Vashishtha y col., 2009; Marin, 2010; Barbosa-Ferreira y col., 2011; Carmo y
col., 2011; Silva y col., 2011; Oliveira-Filho y col., 2013). Sin embargo, existen pocos
antecedentes de la intoxicacion experimental en cerdos con S. occidentalis, solo
algunos trabajos que fueron realizadas en Brasil y EE.UU. con semillas molidas y
mezcladas en la racion, en distintos porcentajes. Los signos comenzaron luego de una
semana aproximadamente, observandose ataxia y otros signos de disfuncion
neuromuscular (Colvin y col., 1986; Martins y col., 1986; Rodrigues y col., 1993). En
Argentina, la intoxicacion espontanea fue descripta en bovinos en las provincias de
Catamarca, Corrientes y Salta (Albarracin y col., 2008; Marin, 2010; Mussart y col.,
2013); no habiendo sido reportados hasta la fecha episodios de intoxicacion natural en
cerdos.

En la mayoria de las especies, histologicamente se observd degeneracion de
fibras musculares esqueléticas y cardiacas; lesiones en higado consistentes en
degeneracion vacuolar del parénquima; en rifion se evidencidé necrosis tubular; por
ultimo el SNC mostré degeneracion y espongiosis a nivel de cerebelo, edema e
hipertofia de astrocitos en corteza cerebral (Oliveira-Filho y col., 2013; Vashishtha y
col.,, 2009). En el porcino y el jabali, se ha observado vacuolizacién hepatica,

principalmente a nivel periportal y mediozonal; necrosis segmental y procesos
]
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regenerativos en musculo esquelético y a nivel renal, zonas de palidez y vacuolizacion
de las células epiteliales de los tubulos (Martins y col., 1986; Rodriguez y col., 1993;
Sant’Ana y col.,, 2011). En distintas especies de animales, pollos, bovinos y conejos,
a través de microscopia electronica de transmision (Hebert y col., 1983; Flori y col.,
1992; Barth y col., 1994; Tasaka y col., 2000), se observaron con mayor detalle las
alteraciones en los distintos 6rganos, evidenciandose en las aves lesiones
mitocondriales consistentes en pérdida de la matriz mitocondrial, fragmentacién de
crestas mitocondriales y pérdida de glucdégeno con consecuente alteracion de la
funcion mitocondrial como mecanismo de toxicidad (Calore y col., 1997).

El diagnostico de la intoxicacion se basa en los signos clinicos, la
epidemiologia y en las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las lesiones.
Estos datos pueden ser complementados con determinaciones bioquimicas de
enzimas séricas como creatinfosfokinasa (CPK) y aspartatoaminotransferasa (AST).
Ademas, para confirmar el diagndstico, la planta debe ser puesta en evidencia, ya sea
en las pasturas o contaminando las raciones. El diagnéstico diferencial debe hacerse
con afecciones que causen degeneracion y necrosis de musculos cardiacos y
esqueléticos, como deficiencia de vitamina E y selenio (miopatia nutricional),
intoxicacién por iondforos (salinomicina), y sindrome de estrés porcino (Rovira y col.,
2016; Wendt y col., 2000). La deficiencia de vitamina E y selenio se la asocia con
carencias absolutas o relativas de vitamina E y selenio debido a la practica del uso de
dietas de alta energia obtenidas con el agregado de acidos grados no saturados. En la
miopatia nutricional es dificil observar lesiones macroscopicas en los casos leves
debido a la coloracion blanquecina normal del musculo esquelético del cerdo (alto
porcentaje de fibras tipo Il). Los musculos tienen aspecto palido y exhiben estriaciones
blanquecinas particularmente en los muisculos lumbares y de los miembros
posteriores. Microscopicamente se observa degeneraciéon, midlisis focal, necrosis y
calcificacion (Pierce; O’Hara, 1967; Schmitz; Denton, 1977; Van Vleet; Valentine,
2007). La mineralizacién no ha sido descripta en los casos de intoxicacion con S.
occidentalis (Barros, 1993; Barros y col.,, 1990; Van Vleet; Valentine, 2007). La
intoxicacién con ionoforos se presenta cuando hay error en la concentracion, en el
mezclado o cuando se administra conjuntamente con tiamulina (antibiético macrélido
muy usado en produccién porcina) que interfiere en el metabolismo y excrecion de los
ionoforos, aun éstos dados en dosis correctas. En general no se observan lesiones
macroscopicas. Se han reportado hematuria y mioglobinuria. Las lesiones
microscopicas se caracterizan por necrosis con fragmentacion de las fibras
musculares, proliferacion de miofibroblastos, células satélites y macrofagos. En

musculo cardiaco se ha observado necrosis menos extensa que en los musculos
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esqueléticos. El diagnostico microscépico corresponde a necrosis muscular
monofasica multifocal. También se ha descripto severa nefrosis tubular (degeneracion
hialina) debido a la excrecién de mioglobina que es nefrotéxica (Rovira y col., 2016;
Cappuccio y col., 2014; Plumlee y col., 1995). En los casos de la especie porcina
intoxicada con Senna la mioglobinuria es un signo ausente, discreto o poco frecuente
(Martins et al., 1986; Rodrigues et al., 1993). Sin embargo, es frecuentemente
documentada en rumiantes (Carmo et al., 2011; Campos, 2014). El sindrome de estrés
porcino es de naturaleza genética autosémica recesiva que se caracteriza por un
defecto del receptor de rianodina (RYR-1) que regula el cierre de los canales de Ca en
el reticulo sarcoplasmico, favoreciendo la entrada intracelular de Ca con la
consiguiente contraccion y alteracion del metabolismo celular. En la actualidad su
incidencia se ha reducido debido a la utilizacion de lineas genéticas libres del gen.
Este sindrome se caracteriza por muerte subita durante el transporte, hipertermia,
jadeo, taquipnea, sudoracion, taquicardia, temblores, rigidez, paresia, cianosis o
eritema cutaneo, en particular en los miembros pelvianos. Hay lesiones musculares y
también se observa hemoglobinuria o mioglobinuria (Wendt et al., 2000).

No existe tratamiento para la intoxicacion con S. occidentalis, pero se
recomienda el tratamiento sintomatico con laxantes, astringentes, sedantes y
antiespasmadicos para eliminar el toxico y controlar el dolor (Schmitz; Denton, 1977).
Es importante resaltar que tratamientos con vitamina E y selenio, ademas de no
causar efecto beneficioso, pueden incluso, aumentar la gravedad del caso, por
potenciar la toxicidad de Senna occidentalis (O’'Hara et al., 1970). Resulta una medida
eficaz el retirar a los animales intoxicados, que no estan en decubito, del contacto con
la planta o racion contaminada (Pierce; O'Hara 1967). Como medidas profilacticas es
importante evitar la invasion de las pasturas por S. occidentalis. En los casos donde
las pasturas estuvieran contaminadas, la recoleccion o corte mecanico deberia ser

sustituido por el manual.
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METODOLOGIA

1. Planta:

1.1 Recoleccidn, identificacién taxonémica y almacenamiento:

Para la experiencia se procedié a la recoleccion de las hojas, frutos y tallos de la
planta S. occidentalis en distintos estadios vegetativos durante los meses de marzo a
mayo del afio 2017 en el Departamento Capital de la Provincia de Corrientes,
Argentina (Figura 1). Las muestras fueron identificadas taxonomicamente en el
Instituto de Botanica, perteneciente al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas
y Técnicas, ubicado en la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del
Nordeste (IBONE-CONICET-UNNE) bajo el niumero de registro 540 (CTES). De estas
plantas se seleccionaron sélo las vainas y semillas, las cuales se secaron a
temperatura ambiente (Figura 2) y se almacenaron en recipientes cerrados hasta el

momento del procesamiento del alimento.
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Figura 1: Senna occidentalis. Corrientes, Argentina

Figura 2: Vainas de Senna occidentalis. Corrientes, Argentina.
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1.2 Andlisis fitoquimico:
1.2.1 Obtencion de las muestras

Las vainas y semillas de S. occidentalis se separaron en tres grupos, semillas (S),
vainas vacias (V) y vainas con semillas (V+S), luego fueron desecadas y molidas de

tal manera que atravesaran un tamiz 20.

1.2.2 Obtencién de los extractos

Se obtuvieron los extractos a partir de muestras molidas maceradas durante 24 h en
solucion acuosa con 25mM de bicarbonato de sodio y 250 mM de citrato de sodio
(Yadav et al., 2010). Posteriormente se filtré al vacio y se llevd a sequedad con un

rotavapor Buchi a presion reducida (50°C).

1.2.3 Fitoquimica:

Se realiz6 la marcha fitoquimica de cada uno de los extractos para identificar:
alcaloides (Dragendorff), fenoles (FeCls), esteroides (Liebermann Burchard,
Salkowski), taninos (gelatina), aminoacidos (ninhidrina), antraquinonas (Borntrager),
flavonoides (Shinoda), cardenolidos (Kedde) (Wagner y Bladt, 2001; Colegate vy
Molyneux, 2008).

1.2.3.1 Alcaloides: test de Dragendorf (ioduro de bismuto y potasio).

POSITIVO: en presencia de sales de alcaloides, en solucion clorhidrica o sulfurica, se
observa un precipitado amorfo de color rojo ladrillo.

1.2.3.2 Fenoles: reaccion con FeCI3

POSITIVO: coloracion verde a marrén para derivados del catecol, y coloracion azulada
para derivados del pirogalol.

1.2.3.3 Esteroides o triterpenos: Reaccion de Liebermann-Burchard

POSITIVO: coloracion verde o azul verdoso indica la presencia de nucleo esteroidal.
1.2.3.4 Taninos: reaccion con gelatina/NaCl — placa o tubo-

POSITIVO: abundante precipitado indica la presencia de taninos.

1.2.3.5 Flavonoides: reaccion de Shinoda

POSITIVO: naranja - flavonas, rojo cereza - flavonoles, violeta - flavanonas.

1.2.3.6 Aminoacidos:

ninhidrina al 0,1 % en solucién alcohdlica

POSITIVO: color violeta con los aminoacidos.

1.2.3.7 Antranoides: Quinonas — reacciones en tubo-

Solucion de NaOH al 5 %
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POSITIVO: soluciones amarillas en benceno, viran al rojo en medio alcalino y poseen
fluorescencia roja a 365 nm. Sin tratamiento quimico, todas las antraquinonas dan
fluorescencia amarilla o rojo-marrén a 365nm.

1.2.3.8 Glucésidos cardiotonicos: Reactivo de Raymond- Marthoud

POSITIVO: coloracion roja, naranja rojiza o violeta con cardendlidos.

2. Ensayos de toxicidad en animales:

Se emplearon seis (6) cerdos jovenes (de 45 dias de edad aproximadamente),
provenientes de la Escuela Regional de Agricultura Ganaderia e Industrias Afines
(ERAGIA) dependiente de la Facultad de Ciencias Agrarias-UNNE. Los animales
fueron alojados en jaulas individuales de 2,75 m?, instaladas bajo un médulo de la
Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE que cuenta con techo de zinc, y paredes
laterales ventiladas, en parte de mamposteria y en otra de malla sima.

Previamente al inicio del experimento, todos los animales fueron sometidos a un
examen clinico criterioso, pasando por un periodo de adaptacién de 10 dias, y
recibieron alimento balanceado comercial, segun el peso de cada uno. Asi, cada cerdo
recibié diariamente, en racion, el 3 % de su peso corporal. Todos los animales
recibieron agua ad-libitum mediante el uso de bebederos de tipo chupete.

Los animales se dividieron en dos grupos experimentales, conteniendo el mismo
numero de cerdos (3). Los animales del grupo tratado (GT) recibieron diariamente,
durante 30 dias, una racion conteniendo 10 % de vainas y semillas de S. occidentalis y
los animales incluidos en el grupo control (GC) recibieron, durante igual periodo, sélo
raciones comerciales desprovistas del material téxico.

Semanalmente, los animales se pesaron y se obtuvo sangre de la vena cava craneal
de cada uno de ellos para estudios bioquimicos. Al final del periodo experimental, se
procedié al sacrificio de todos los cerdos. Todos los procedimientos con animales
fueron aprobados por el Comité de Etica en Bioseguridad de la Facultad de Ciencias
Veterinarias — UNNE (Protocolo N°0068-2016), Argentina.

3. Preparacién de la racién toxica y analisis del alimento:

Para la elaboracién del alimento con material téxico, se emplearon vainas y semillas
de S. occidentalis y alimento balanceado comercial para cerdos en crecimiento que
fue igualmente molido (Figura 3). La molienda de las vainas y semillas se realiz6 con
un Triturador Forrajero TRAPP TRF 400® (Figura 4). Ambos componentes se pesaron
y, para preparar la mezcla de balanceado comercial y vainas y semillas molidas, se

utilizé una mezcladora de albanil durante 15 minutos (Figura 5).
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La produccién de alimento con el material toéxico se realizé dos veces a la semana.
Para descartar la posible contaminacion de las raciones, se realizé la prueba ELISA
con el fin de determinar micotoxinas, utilizando el kit de prueba total de aflatoxinas
AgraQuant®.

Figura 3: Vainas y semillas de S. occidentalis molidas

Alteraciones musculares producidas por la intoxicacion experimental con vainas y semillas de Senna
occidentalis en cerdos

16



MYV Gabriela Soledad CHILESKI

Figura 4: Triturador Forrajero TRAPP TRF 400®
17

Figura 5: Mezclado del alimento
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4. Evaluacion clinica y del peso corporal:

Los animales diariamente fueron sometidos a una evaluacion clinica con la finalidad de
evidenciar algun signo clinico compatible con la intoxicacion teniendo en cuenta
alteraciones en la locomocion como claudicacion, ataxia, incoordinacion y cambios en
la postura normal. Los animales se pesaron al inicio del experimento v,

posteriormente, a intervalos semanales, siempre después de la evaluacion clinica.

5. Evaluacion del hemograma y perfil enzimatico muscular:
La recoleccién de sangre de cada animal, se realizé por punciéon de la vena cava
craneal con agujas y jeringas descartables. Se determinaron los diferentes parametros
sanguineos por métodos de rutina: hematocrito, eritrocitos, hemoglobina, volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), leucocitos totales, proteinas totales,
albuminas y globulinas, relacién albimina/globulina (RAG), urea, creatinina, acido
urico.
También se evaluaron los niveles séricos de enzimas musculares tales como:
e ALP (fosfatasa alcalina): cinética c/p-nitrofenilfosfato (405 nm), reactivos
Boehringer.
e CPK (creatinfosfokinasa): método UV optimizado con ATP-cisteina (334 nm),
reactivos Wiener.
e AST (aspartatoaminotransferasa): técnica UV con NADH/L-aspartato (334 nm),
reactivos Wiener.
e ALT (alaninaminotransferasa) método UV con NADH/oxoglutarato (340 nm),
reactivos Wiener.
e CHE (butirilcolinesterasa): técnica cinética con butirilcolina (405 nm), reactivos
Wiener.

6. Evaluacion post mortem:

Los animales tanto de GT como de GC fueron sacrificados a los 30 dias de iniciada la
experiencia, momento en que presentaron signos clinicos compatibles con la
intoxicacién. A todos se les realizd la necropsia completa. Se tomaron muestras de
diafragma; grupos musculares extensores, flexores, abductores y aductores de
miembros pelvianos y toracicos que se fijaron en formol tamponado al 10 % para

histopatologia.
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6.1. Evaluacion histopatoldgica:

Las muestras obtenidas durante la necropsia se procesaron para su inclusion en
parafina, obteniendo secciones de 5 pm que se colorearon con hematoxilina y eosina.
Adicionalmente las muestras de tejido muscular se tifieron con Tricromica de Gomori

para su analisis histopatoldgico.

6.2 Evaluacion mediante microscopia electrénica de transmision:

Para esta técnica, las muestras de tejidos muscular que se fijaron en glutaraldehido al
2 % en buffer fosfato 0,2M, pH 7,4 a una temperatura de 4°C durante 2 h. Luego de la
fijacion, las muestras se lavaron con soluciéon buffer; para ello se realizaron 2 o 3
lavados en buffer fosfato cada 30 minutos. Posteriormente, se realizé una fijacion en
tetroxido de osmio al 1 % en buffer fosfato 0,2M pH 7,4. Luego los tejidos fueron
deshidratados en etanol en concentraciones crecientes vy, finalmente se incluyeron en
resina epon. Se efectuaron cortes semifinos y ultrafinos que se observaron mediante

un microscopio electrénico de transmision (JOEL 1210 con GATAN doublé-tilt stage).

7. Andlisis estadistico

Los valores se expresaron con sus medias y desviacién estandar (DS). Las diferencias
entre los grupos se evaluaron mediante el uso del analisis de la varianza (ANOVA)
seguido del test de Student, con un nivel de significacion de p <0,05. Para el analisis

estadistico se empleé el Programa Infostat.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Planta:

1.1 Analisis fitoquimico

En la tabla 1 se presentan los resultados del analisis fitoquimico de los principios
activos presentes en los extractos obtenidos de S. occidentalis (V, V+S, S), las
pruebas empleadas para la determinaciéon de los compuestos y los patrones de
referencia.

El extracto acuoso de V+S de S. occidentalis, resulté estar compuesto por metabolitos
secundarios como fenoles y aminoacidos. Particularmente, en el extracto de S se
evidenciaron alcaloides, antraquinonas, esteroides, flavonoides y cardendlidos. Sin
embargo, en el extracto de V, no se identificaron ninguno de los compuestos
evaluados.

Estos compuestos activos son bien conocidos y reportados en la literatura (Yavad y
col., 2010; Panigrahi y col., 2015).

Autores han observado, a partir de un extracto metandlico de hojas de S. occidentalis,
compuestos activos similares, sin embargo las antraquinonas no han sido detectadas
en dicho extracto (Yahaya y col., 2019). En contraste con lo antes mencionado, el
extracto metandlico de semillas de S. occidentalis revela la presencia de cinco
antraquinonas, las cuales han sido identificadas como physcion, Emodin, Rhein, Aloe-
Emodin y Chrysophanol (Panigrahi y col., 2015).

Las antraquinonas constituyen el grupo mas numeroso de las quinonas. En las
plantas, las antraquinonas se encuentran principalmente en el corazéon de la madera,
en la corteza y en la raiz y solo ocasionalmente, en el tallo, semilla y frutos (Quirds
Cognuck, S. 2007). En el presente estudio mediante el analisis fitoquimico se
detectaron, Unicamente en el extracto de semillas de S. occidentalis. Sobre la base de
estos hallazgos y de la bibliografia de referencia (Yavad y col., 2010) se consider6 que
las antraquinonas podrian ser las responsables del efecto téxico observado en nuestra

experiencia.

Alteraciones musculares producidas por la intoxicacion experimental con vainas y semillas de Senna
occidentalis en cerdos

20



MYV Gabriela Soledad CHILESKI

Tabla 1: Andlisis fitoquimico de distintas partes de S. occidentalis
Vainas | Vainas + Semillas | Semillas | Patrones utilizados
Dragendorff Quinina
(alcaloides) - - + (ppdo rojo ladrillo)
Floroglucina
FeCl; (fenoles) - + ++ Ppdo. verde-marrén
Liebermann
Burchard + Colesterol
(esteroides) - - Verde Verde
Salkowski + Colesterol
(esteroides) - - Rojo
Te negro
Gelatina (taninos) - - - Ppdo blanco.
(ninhidrina) ++ alanina
Aminoacidos - + violeta
1,4-naftoquinona
Rojo visible
Borntrager + fluorescencia roja a
(antraquinonas) - - 365 nm
Shinoda Naringina
(flavonoides) - - - Rojo bordo
Extracto alcohdlico de
+ Asclepias curassavica
Kedde (cardendlidos) Violeta violeta
- - (Rf0,62) | (Rf.0,86)

3. Analisis del alimento:

No se detectaron micotoxinas (aflatoxina A y B) en las muestras de racién, que se

evaluaron utilizando ELISA.

4. Evaluacion clinica y del peso corporal:

El GT, conformado por cerdos que consumieron 10 % de vainas y semillas de S.

occidentalis, presentd diarrea como signo clinico inicial a los 22 dias, mientras que la

anorexia fue el ultimo signo clinico observado a los 29 dias. Adicionalmente, los

animales intoxicados, mostraron lordosis, letargia, ataxia y temblores musculares,

principalmente a nivel de las extremidades posteriores. Ademas, se mostraron reacios
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a moverse y presentaron decubito esternal o lateral (Figura 6). Finalmente, cuando los
animales fueron forzados a mantenerse de pie, permanecieron con sus extremidades
posteriores apoyadas una sobre otra (Figura 7). Dichas alteraciones locomotoras se
observaron a partir de los 25 dias de la experiencia y fueron haciéndose mas
evidentes hacia el final de la misma. ElI GC no mostré alteraciones locomotoras, ni
otros signos clinicos. Varios autores han reportado signos similares en diferentes
especies animales intoxicadas con Senna occidentalis (Graziano y col., 1983; Barros y
col., 1999; Mussart y col., 2013; Sant'Ana y col., 2011). La signologia observada en
nuestros animales varié en progresion y severidad con respecto a otras intoxicaciones
naturales y experimentales con S. occidentalis, seguramente relacionada con la

concentracién de la planta consumida en la racion.

Figura 6: Cerdo afectado por el consumo de Senna occidentalis.

Presenta dificultad para incorporarse.
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Figura 7: Cerdo afectado por el consumo de Senna occidentalis.

Estacion forzada con las extremidades posteriores apoyadas una sobre otra.

En cuanto a la evaluacién del peso corporal, los animales del GT mostraron una
disminucion en la ganancia de peso corporal durante las primeras 3 semanas. En la
ultima semana presentaron pérdida de peso en comparacién con los animales de,
finalizando la experiencia a los 30 dias con un peso corporal de 24,08 + 0,38 Kg (tabla
2). Estos resultados coinciden con distintos autores, quienes han reportado pérdida de
peso en animales intoxicados con S occidentalis, y han afirmado que diferentes
concentraciones de semillas en la racion diaria afecta negativamente la ganancia de
peso corporal de diferentes especies animales (Rodrigues y col., 1993; Vashishtha y
col., 2009).
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Tabla 2: Comparacién de los pesos de los animales experimentales (Kg).

Grupo 1 Grupo 2
Intoxicado Control
S. occidentalis

Inicial 22 +0,79 23,10 £ 0,26

Semana 1 23,43 £ 0,31 26,20 £ 0,30
Semana2 26,27 £1,25 29,43 £ 0,21
Semana3d 26,35+ 0,40 32,20 + 0,36
Final 24,08 £ 0,38 35,7 £1,82

5. Evaluacion del hemograma y perfil enzimatico:

Los valores hematolégicos (hematocrito, concentracion de hemoglobina y RBC) se
mantuvieron dentro del rango de normalidad en ambos grupos. El hemograma no
revel6 alteraciones significantes.

Como se muestra en la Tabla 3 la intoxicacion por S. occidentalis en cerdos causo
elevacion significativa de la actividad de la enzima CPK, en comparacion con el grupo
de animales controles (p < 0.05). Este hallazgo no ha sido previamente reportado en
la especie porcina intoxicada con S. occidentalis (Colvin y col., 1986; Rodrigues y col.,
1993); si bien, otros investigadores han descripto incremento en las actividades
séricas de AST y CPK en otras especies animales intoxicadas con la misma planta
(Oliveira-Filho y col., 2013; Sant'Ana y col., 2011; Marin 2010). Es sabido que la
enzima CPK es uno de los indicadores séricos que mayor ayuda diagndstica nos
brinda para evaluar la integridad muscular (Da Cruz, 2011). La deteccién precoz de la
actividad incrementada de la enzima, puede resultar de valor diagnéstico en la

intoxicacién accidental por S. occidentalis.
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Tabla 2: Valores de la enzima CPK en suero de cerdos intoxicados con 10 % de frutos

de S. occidentalis en la racion diaria.

Semanas

1 2 3 4

Tratamientos

Control Tratado Control Tratado Control Tratado Control Tratado
(n=3/grupo)

CPK (UIlL) 37,5¢3,54  4348,49  282+53,74  838,65+181,66* 419+43,84 2032+124,45* 507+79,20 12625+3385*

*Valores + DS (desvio estandar) son estadisticamente significativos (p<0,05) comparado con
los animales controles. CPK: Creatinfosfokinasa.

6. Evaluacion post mortem:

A la necropsia, en los animales de GT los hallazgos macroscépicos consistieron en
areas levemente blanquecinas en musculos esqueléticos (diafragma, grupos
musculares extensores, flexores, abductores y aductores de miembros pelvianos y
toracicos). La orina no presenté cambios de color en los animales intoxicados, lo que
concuerda con varios autores, quienes aseguran que la mioglobinuria es un signo
ausente, discreto o poco frecuente en la especie porcina intoxicada con S occidentalis
(Martins y col., 1986; Rodrigues y col., 1993), aunque es frecuentemente documentada
en rumiantes (Carmo y col.,, 2011; Campos, 2014). No se observaron lesiones

macroscopicas en los animales de GC.

6.1. Evaluacion histopatoldgica

Las lesiones histolégicas de los animales de GT estuvieron restringidas a los musculos
esqueléticos. Todas las fibras musculares evidenciaron necrosis coagulativa
segmentaria multifocal, con escasos procesos regenerativos y fibrosis multifocal. Los
segmentos necréticos de las fibras musculares se presentaron tumefactos,
eosinofilicos, fragmentados y con cariolisis (Figura 8A). Algunos segmentos necréticos
resultaron infitrados por macréfagos (Figura 8B) y otros segmentos fueron
reemplazados por miofibras de menor diametro, con citoplasma basofilico y nucleos
centrales dispuestos en hilera (mioblastos) (Figura 8C), a diferencia de los nucleos
periféricos observados en los animales de GC (Figura 8D). En general, la necrosis
muscular ha sido descripta como monofasica o polifasica. En la necrosis segmentaria

monofasica multifocal se observan multiples focos de lesién de igual evolucion,
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indicativos de un Uunico evento danoso. En cambio las lesiones polifasicas,
caracterizadas por multiples focos de lesién con diferentes grados de evolucién,
resultan de un dafo repetido durante un periodo prolongado (Cooper y Valentine,
2016). A pesar de que las lesiones en la intoxicacion por S. occidentalis son descriptas
tipicamente como necrosis monofasica multifocal (Cooper y Valentine, 2016), en esta
experiencia los cambios histolégicos hallados, y también descriptos por otros autores
en distintas especies animales intoxicadas con Senna, consistieron en lesiones
degenerativas y necroéticas, conjuntamente con procesos regenerativos en la
musculatura esquelética, resultando entonces en una miopatia polifasica multifocal
(Carmo vy col., 2011; Herbert y col., 1983; Irigoyen y col., 1991; Martins y col., 1986;
Colvin y col., 1986; Rodrigues y col., 1993).. Una lesion monofasica multifocal podria
ser consecuencia de la ingestion de una toxina en una Unica ocasion; sin embargo, en
los casos en que la exposicién a la toxina fuese repetida y prolongada desarrollaran
nuevas lesiones (necrosis segmentaria) al mismo tiempo en que la regeneracion
estaria teniendo lugar. Esto dara como resultado una lesién polifasica multifocal, como
en el caso del presente estudio.

Adicionalmente a las lesiones degenerativas descriptas mas arriba, en nuestros
animales se observé abundante fibrosis, reemplazando al tejido muscular, evidenciada
mediante la tincidon especial Tricromica de Gomori (Figura 9A). Lesiones severas
como las aqui descriptas no han sido reportadas previamente en cerdos aunque si
fueron demostradas en tejido cardiaco de bovinos intoxicados naturalmente con la
planta (Carmo y col., 2011). Los animales controles no presentaron lesion muscular
(Figura 9B).
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Figura 8. Microscopia optica. Secciones histologicas del musculo semimembranoso
correspondiente a un cerdo intoxicado con 10 % de Senna occidentalis en la racion diaria
(A-C) y de un cerdo control (D), tefidos con Hematoxilina-Eosina. A) Se observan
segmentos de fibras musculares fragmentados, tumefactos y eosinofilicos, con infiltracion
de macrofagos. B) Notese los macréfagos eliminando restos necréticos de un segmento de
fibra y células miosatélites (flecha). (C) Se muestra un segmento de fibra en regeneracion y
miofibras de diametro pequefio con citoplasma basofilo y una hilera interna de nucleos

centrales (D) Fibras musculares esqueléticas sin lesiones (barra = 20 ym)
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Figura 9. Microscopia Optica. Secciones histolégicas de musculo semimembranoso
correspondiente a un cerdo intoxicado con 10 % de Senna occidentalis en la racion diaria
(A) y de un cerdo control (B), tefiidas con Tricrémico de Gomori. A) Se evidencia fibrosis

intersticial en los animales intoxicados-. B) Tejido muscular sin lesiones. (barra = 50 um)

6.2. Evaluacion mediante microscopia electronica de transmision (MET)

Mediante microscopia electronica de transmision se pudo observar, en el grupo 1, a
nivel del musculo esquelético, diferentes grados de degeneracion mitocondrial.
Algunas mitocondrias se encontraban dilatadas con pérdidas de algunas crestas y
otras se hallaban vacias, con crestas totalmente ausentes. Adicionalmente, a nivel del
musculo diafragmatico se observé pérdida de segmentos de midfibrillas,
visualizandose a fragmentaciéon de los miofilamentos y aumento de detritos a nivel del
sarcoplasma (Figura 10). El dano ultraestructural mitocondrial no ha sido reportado
previamente en esta especie animal. En rumiantes, trabajos previos utilizando MET,
han descripto alteraciones mitocondriales, principalmente en células del musculo
esquelético y hepaticas (Barbosa-Ferreira y col., 2005). Segun Cheville 2009, el dafio
mitocondrial es la lesidon estructural primaria en los animales intoxicados con S
occidentalis, por lo que consecuentemente se produce degeneracién miofibrilar,
necrosis de miocitos y falla cardiaca congestiva. En el presente trabajo no se
observaron cambios histolégicos en el musculo cardiaco. Sin embargo, y en
concordancia con otros autores, observamos marcada miodegeneracion en los
musculos esqueléticos. En particular, las lesiones halladas en musculo diafragmatico,
podrian causar un trastorno respiratorio y con ello la muerte del animal (Barth y col.,
1994). Algunos autores han reportado que la mitocondria es la organela blanco de los

principios activos téxicos de S. occidentalis (Hueza y col., 2007).
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Figura 10: Microscopia Electrénica de Transmisibn de musculo semimembranoso
correspondiente a un cerdo intoxicado con Senna occidentalis (A) y a un cerdo control (B). A)
Se observan las miofibrillas con separacion y se identifican dos mitocondrias (flechas), con
marcada tumefaccién, vacuolizacion y pérdida completa de las crestas (cristolisis). (barra = 0,2
pm) B) Tejido muscular con estructura normal, mitocondras (flechas) sin alteraciones. (barra =
500 nm).
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CONCLUSIONES

Los resultados fitoquimicos confirman Ila presencia de principios activos
potencialmente toxicos en las semillas de S. occidentalis. Los compuestos
identificados pertenecen a la familia de las antraquinonas.

Ademas, el presente trabajo confirma la accidn miotdxica con consecuente
degeneracién muscular y areas de fibrosis indicativas de proceso de reparacion
muscular, en cerdos intoxicados con una racidn comercial mezclada con 10 % de
semillas y vainas de S. occidentalis. El estudio ultraestructural de las fibras musculares
esqueléticas permitié identificar dafo mitocondrial. El perfil enzimatico revelé un
significativo incremento en la actividad sérica de la CPK. Ambas alteraciones no han
sido descriptas previamente en cerdos. S occidentalis tiene amplia distribucion en
nuestra region y es una especie invasora de cultivos. Dado que la mayoria de los
casos de intoxicacion descriptos se han presentado como consecuencia de la
contaminacidon accidental, de raciones realizadas con cereales, con frutos o semillas
de la planta, es importante incluir la posibilidad de intoxicacion con S. occidentalis
entre los diagndsticos diferenciales en cerdos con alteraciones locomotoras, junto con
la posibilidad de deficiencia de vitamina E y selenio (miopatia nutricional), intoxicacion
por ionodforos (salinomicina) y sindrome de estrés porcino.

Futuros estudios son necesarios para evaluar el grado de regeneracion del musculo
dafnado en los cerdos, una vez retirado el alimento contaminado con S. occidentalis y

la posibilidad de su posterior utilizacion para consumo como carne fresca o chacinado.
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