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Analisis inmunohistoquimico de citoesqueleto y ubiquitina en cerebelo de bovinos

intoxicados con Solanum bonariense.

Immunohistochemical analysis of cytoskeleton and ubiquitin in cerebellum of

poisoned cattle by Solanum bonariense.
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El Solanum bonariense L., es un arbusto perenne,
autoctono en Uruguay, Argentina y sur de Brasil. Al ser
ingerido por los bovinos en pastoreo, les ocasiona una
degeneracion cortical cerebelosa, afectando especi-
ficamente a las células de Purkinje. Estas presentan el
pericario extensamente vacuolado con desplazamiento
del nucleo, con progresiva muerte neuronal. En los
axones de estas neuronas se observa presencia de
esferoides axonales en la sustancia blanca cerebelosa,
que finalmente son sustituidos por microcavitaciones en la
sustancia blanca. El objetivo del presente trabajo fue
describir el patrén de inmunoreactividad contra diferentes
elementos del citoesqueleto y la ubiquitina conjugada a
proteinas marcadas para degradarse dentro de las células
de Purkinje de cerebelos de bovinos intoxicados natural o
experimentalmente por ingestion de Solanum bonariense
L. A partir de muestras fijadas en formol al 10% en PBS
(P.D. 7.4) obtenidas de 2 vaquillonas Holstein intoxicadas
naturalmente, 4 terneros intoxicados experimentalmente y
1 control de la misma raza, se obtuvieron secciones
transversales, las que fueron deshidratadas en concen-
traciones crecientes de alcohol, aclaradas en xilol,
incluidas en parafina, cortadas a 5um en forma seriada y
montadas en laminas. Sobre ellas se desarrolld el
protocolo de inmunotincion indirecta, usando para ello
anticuerpos monoclonales contra Tubulina, fracién
fosforilada de Neurofilamentos, Actina y Ubiquitina y
anticuerpos secundarios conjugados a fluoresceina o
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rodamina (SIGMA, USA), seleccionando las ldminas para
su evaluaciébn en microscopio con lentes de epi-
fluorescencia (Olympus, FluoView, Japon). Los estudios
histologicos de los bovinos intoxicados confirmaron una
intensa y heterogenea vacuolizacion del pericarion de las
células de Purkinje, acompafiada de desplazamiento
nuclear, llegando a observarse diferentes grados de
cariolisis. El patréon de inmunomarcacién para los 3
elementos del citoesqueleto en las muestras provenientes
de bovinos intoxicados, presenta diferencias en la
distribuciéon de la marcacion respecto a los cortes
obtenidos del bovino testigo. La inmunomarcacién contra
la Ubiquitina en las neuronas mas afectadas, mostré una
distribucién irregular con areas puntiformes de mayor
intensidad en el pericario, mientras que en los cortes
obtenidos del animal testigo se observé una marcacién
mas tenue y homogénea. Las diferencias observadas en
la inmunomarcacién contra elementos de citoesqueleto y
Ubiquitina en las células de Purkinje de los animales
intoxicados, sugiere alteraciones en la estructuracion del
citoesqueleto, con una posible alteracion de la via
hidrolitica no lisosomal dependiente de ATP, conocida
como Sistema Ubiquitina/Proteasoma, pudiendo esta alte-
racion estar involucrada en la degeneracion cerebelosa
inducida en los bovinos por la ingestion de Solanum
bonariense L. Alteraciones similares de esta via hidrolitica
ocurren en otras enfermedades neurodegenerativas del
hombre y de otras especies domésticas.
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El objetivo de este trabajo fue analizar el motivo de envio
de las muestras remitidas al area de virologia del Centro
de Diagndstico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE)
entre los afios 2006 y 2007 para el estudio serolégico de
la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y la Diarrea Viral
Bovina (BVD), y comparar los resultados de seropre-
valencia obtenida para ambas enfermedades en este
periodo de tiempo.

Las muestras de sueros bovinos recibidas en el CEDIVE
fueron analizadas con la técnica convencional de
virusneutralizacién en microplaca mediante el método
virus fijo-suero variable, utilizandose cepas virales de
referencia. En el afio 2006 y 2007 se procesaron 1800 y
1877 muestras respectivamente. Se identificaron cinco
criterios de motivo de envio de material y el porcentaje
promedio de los mismos fue el siguiente: muestras de
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vacas vacias (0,5%), fetos abortados (10,5%), deri-
vaciones de necropsias (3%), casos de vacas abortadas
(42%) y muestras sin historia clinica (44%). Durante todos
los meses de los afios estudiados se recibieron muestras
de vacas abortadas observandose variaciones esta-
cionales en la cantidad de las mismas, siendo coincidente
la recepcion de mayor cantidad, entre los meses de
mayo, junio, julio y agosto. La cantidad de fetos recibidos
fue mayor en los meses de julio y agosto.

Para IBR se procesaron 936 y 935 muestras en los afios
estudiados. La prevalencia de este virus oscilé entre un
60% y 62%. En el afio 2006 el mayor porcentaje de
resultados negativos se presentd en el mes de febrero,
posteriormente dicha proporcién descendié gradualmente
hacia los meses de marzo, abril, mayo y junio, para
mantenerse en valores bajos en los meses siguientes. En
ambos afos la distribucion de los seropositivos y los
titulos encontrados fueron variados, superando raramente
el titulo 1/128.

En el caso de BVD se procesaron 856 y 936 muestras en
el afno 2006 y 2007 respectivamente. En estos afios la
prevalencia de este virus fue elevada, oscilando entre un
97% y 92%. En el afio 2006 el titulo que mas se encontré
fue el de la dilucién final utilizada en la prueba de 1/128;
en el afio siguiente se realizaron diluciones mayores de
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los sueros observandose valores superiores, siendo los
titulos de 1/512 y 1/1024 los mas observados.

Se analizaron 31 y 22 muestras derivadas de fetos
abortados en el afio 2006 y 2007 respectivamente. La
edad gestacional de estos animales fue desde el 5° mes
de vida en adelante. Se encontré un seropositivo para
IBR, un seropositivo para ambos virus, mientras que la
seroprevalencia para BVD fue para cada afio del 19% y
del 54%.

La informacién obtenida en este trabajo demuestra que en
los bovinos el principal motivo de remision de muestras de
suero al area de virologia se relaciona con trastornos
reproductivos, siendo muy probable que en los casos en
donde no se tenia la historia clinica también se tratase de
esta presentacion. Las seroprevalencias observadas para
IBR y BVD fueron altas en las muestras procesadas
confirméndose la gran circulacion de estos virus a campo.
De acuerdo a estos resultados, para conocer el titulo final
de IBR se sugiere realizar diluciones hasta por lo menos
1/128 y para BDV 1/2048; ademas se encontré una
seroprevalencia elevada en los sueros de origen fetal,
siendo posible relacionar todos estos hallazgos con un
alto estimulo antigénico y con la existencia de mayor
variedad de cepas para este virus.
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La neumonia intersticial atipica (NIA), también conocida
como neumonia intersticial aguda o “fog fever” se
caracteriza por un cuadro de disnea subita, marcada y
progresiva con muerte. A la necropsia se observa
enfisema y edema pulmonar severo. La enfermedad se
origina generalmente luego del cambio brusco de una
dieta a una pastura de muy buena disponibilidad que
puede contener substratos que se degradan en el rumen
produciendo niveles toxicos de 3-metil-indol a partir del
DL-triptéfano con efecto nocivo directo a nivel bronquiolar
y alveolar. El objetivo de éste trabajo es describir un
episodio ocurrido en abril de 2008 en un establecimiento
mixto del partido de Tres Arroyos, provincia de Buenos
Aires, donde concurri6 el Servicio de Diagnéstico
Veterinario Especializado (SDVE) de INTA Balcarce. El
rodeo estaba formado por 838 vacas y vaquillonas en su
mayoria de raza Hereford donde en el mes de marzo de
2008 se habian registrado muertes (5/838) con
diagnodstico presuntivo de hipomagnesemia. En base a
ello, se encerraron los animales y se medicaron con
magnesio inyectable y se vacunaron contra agentes
clostridiales para pasar a un rastrojo de girasol. Al morir
otro animal, el lote se trasladd a un rastrojo de trigo y
cebada, donde murié otro animal, por lo que decidieron
volver al rastrojo de girasol. El 10/04 murieron 4 vacas y el

11/04 otras 5. El 12/04 mueren otros 4 animales habiendo
observado que una vaquillona manifestaba disnea cuando
se la estimulaba al ejercicio. Al arribar el SDVE al
establecimiento se observaron que otros animales
tuvieron signos similares (disnea, babeo, decaimiento,
temperatura rectal de 38°C) y uno de ellos muere
abruptamente en el transcurso de 15 minutos. Ese mismo
dia los animales fueron retirados del potrero y encerrados.
Hasta el 15/04 murieron 28/833. Se realiz6 la necropsia a
3 de los animales muertos el 12/04, 2 muertos
previamente (N°1 y N°2) y el que murié durante la visita.
El animal N°1, vaquillona cruza britanica con buen estado
corporal; mientras que la N°2 y N°3, eran vacas Hereford.
A la necropsia se observo enfisema pulmonar severo con
edema interlobar generalizado, presencia de bullas en
algunos de los animales; petequias en epicardio;
congestion leve en abomaso, intestino delgado y grueso;
higado aumentado de tamafio y congestivo. El animal N°3
presentaba ademas enfisema subcutaneo en la region
submandibular, mediastinica y mesentérica. De este
animal se recolectaron muestras de pulmén para cultivo
viral resultando negativas al cultivo para Herpesvirus
bovino, virus de la Diarrea Viral Bovina, Parainfluenza-3 y
Virus Sincicial Respiratorio Bovino. Se realizé el
diagnostico histopatolégico sobre tejidos fijados en formol
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