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|. INTRODUCCION

La hematuria vesical enzoodtica bovina (HVEB) es una enfermedad crénica
no infecciosa causada por el consumo continuo de pequefas cantidades del
helecho Pteridium aquilinum durante un tiempo aproximado de 2 a 3 afos. Es
un sindrome comun en bovinos de 4 a 12 afios de edad (Borzacchiello et al.,
2003; Franca et al.,, 2002). La presentacion de HVEB ha sido reportada en
diversas partes del mundo, en especial en areas templadas y asociadas a
tierras poco fértiles o poco cultivadas (Sanchez et al., 1999). Se ha reportado
en paises como Brasil, Venezuela, Estados Unidos, Bulgaria, Escocia, Iran o
Kenia (Anjos et al., 2008; Gaste y Sanchez, 2008; Sanchez et al., 1999 y 2008).
En Perd, la HVEB ha sido reportada en la zona de Oxapampa, Cerro de Pasco
y Pucallpa siendo una de las enfermedades que mas afectan al ganado bovino

de crianza al pastoreo (Gonzéles y Carpio, 1973; Gonzales et al., 2004).

P. aquilinum es una planta que pertenece a la familia de las Hipolepidaceas.
Se desarrolla de manera rapida entre los pastizales perennes y a pesar de un
bloqueo parcial de la luz solar (Sanchez et al., 1999). Este helecho est& entre
las cinco plantas mas comunes del mundo y es la Unica planta superior que se
conoce causa neoplasias naturalmente en los animales, como consecuencia de
una considerable cantidad de componentes téxicos, dentro de los cuales esta
el ptaquilésido (PT), un componente radiomimético glucésido sesquiterpenoide
capaz de inducir clastogénesis en los cultivos celulares con actividad

mutagénica y carcinogénica (Riet-Correa et al., 2001; Vargas et al., 2003). El



PT es eliminado en la orina induciendo tumores vesicales y también es
eliminado en la leche, con potencial riesgo para la salud humana (Alonso-
Amelot, 1999).

La incidencia global de la enfermedad no es muy grande, pero es importante
en la ganaderia porque causa un gran impacto econdémico debido a la pérdida
prematura de animales. Por otro lado, no hay un tratamiento especifico de la
enfermedad por lo que se opta por el sacrificio de los animales afectados
(Radostits et al., 2002; Giles y Andrews, 2004). Entre los signos clinicos y
patologicos observados se encuentran la anemia, leucopenia, reducida
hemoglobina, hemorragias de la pared vesical, disuria y escasa productividad
del animal (Prasad e lyer, 1986; Sandoval et al., 2002). El animal puede morir
tras una enfermedad de 1 a 2 semanas en los casos agudos; en los casos
menos graves con hematuria intermitente o subclinica persistente, se observa
un empeoramiento progresivo del estado general del animal a lo largo de varios
meses (Riet-Correa et al., 2001; Jackson y Cockcroft, 2002; Radostits et al.,
2002).

La enfermedad también estd asociada con cambios neoplasicos en la
mucosa de la vejiga. Las lesiones neoplasicas observadas generalmente son
hemangioendoteliomas, adenocarcinomas, carcinomas de células
transicionales, papilomas, fibromas, leiomiomas, carcinomas de células

escamosas y mixomas (Franca et al., 2002; Vargas et al., 2003).

Para el diagnéstico presuntivo bastan los signos clinicos con los datos
epidemioldgicos de la zona (Prasad e lyer, 1986). Sin embargo, para llegar a
un diagnostico definitivo hay que tomar en cuenta la historia de la enfermedad,
los signos clinicos y la histopatologia hallada en las lesiones. En la actualidad
se han desarrollado diversas pruebas diagndsticas como la histopatologia
(Vargas et al., 2003), patologia clinica (Sanchez et al., 2004), ecografia (Hoque
et al., 2002; Sandoval et al., 2002), tiras reactivas para orina, examen
microscopico del sedimento urinario (Sanchez et al., 2006), PCR semi-anidada

para la deteccion vy tipificacion de Papilomavirus bovino tipo 2 en las lesiones



vesicales (Stocco dos Santos et al., 1998), hibridaciébn por Southern blot
(Saveria et al.,, 1992) deteccién de gangliésidos y glucoesfingolipidos que
modulan la sefializacion celular esencial para la proliferacion, invasion y
metastasis tumoral (Roperto et al., 2007), e incluso la deteccion de

aberraciones cromosomales relacionadas a la enfermedad (Lioi et al., 2004).

El presente trabajo realiza una revision de la literatura sobre la HVEB, con
énfasis en las herramientas que se tienen para el diagndstico, para contribuir al
conocimiento actual de la enfermedad en el Peru y brindar una mejor
perspectiva para la implementacion de adecuadas medidas de control
detectando animales precozmente, evitar pérdidas econémicas en la ganaderia

y mejorar la protecciéon de la salud publica.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia econémica de la ganaderia bovina en el pais

La ganaderia bovina constituye un importante sector en la economia del
pais, no s6lo como fuente de alimento sino también como fuente de trabajo
para la poblacion (Gamarra, 2001). Sin embargo, el Pert es uno de los paises
de Sudamérica en los que se consume y produce menor cantidad de leche en
Sudamérica, con un consumo y produccidn per capita de tan solo 46 y 42 kg,

respectivamente inferiores a los que recomienda la FAO (MINAG, 2010).

En las diferentes regiones del pais se tienen diferentes sistemas de manejo
que influyen en la produccién lactea y de carne bovina. Por ejemplo, la cuenca
lechera del sur del pais es una de las principales fuentes abastecedoras de
leche en el Peru. Méas del 90% de la produccion de esta cuenca se lleva a cabo
en Arequipa, con la irrigacion de Majes produciendo mas del 40% de la leche
con un sistema semi-intensivo combinando estabulacion y pastoreo de

leguminosas, principalmente alfalfa (Olivera, 2001).

En la sierra, el sistema de manejo es principalmente extensivo, criando la
ganaderia bovina con pastos naturales. La produccion lechera por vaca es baja
debido al pobre rendimiento forrajero de estos pastos naturales. Los animales
criados son principalmente criollos y la mano de obra es familiar (Aubron y
Cochet, 2009). Finalmente, en la selva se cria ganado de doble propdsito con

un sistema de explotacién que se caracteriza por tener vacas al pastoreo que



amamantan a sus terneros, un ordefio al dia, escaso uso de suplementos
alimenticios y diversidad de razas criadas. Es un sistema tipico de las regiones

tropicales humedas de Latinoamérica (Sheen y Riesco, 2002).
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Figura 1. Produccién lactea en diferentes departamentos del Peru
Fuente: Aubron y Cochet (2002)

En nuestro pais, el sector lechero se esta integrando progresivamente a la
economia global, caracterizada por exportaciones e importaciones privadas de
productos y subproductos lacteos, menor intervencion del gobierno y por las
inversiones foraneas en la industria lechera (Gamarra, 2001). Sin embargo, a
veces se deja de lado el mejoramiento de la sanidad de los animales de

produccion.

Una de las enfermedades poco comprendidas es la hematuria vesical
enzodtica bovina (HVEB) a pesar que produce enormes pérdidas econémicas
gue afectan principalmente a las comunidades rurales donde la venta de carne
y leche de bovinos es la principal fuente de ingresos familiares (Marrero et al.,
2001). Como ejemplo del impacto de esta enfermedad, el trabajo de Gonzales

(2003) analiz6 muestras de mucosa vesical de 173 bovinos procedentes de los



diferentes distritos de la provincia de Oxapampa de diferentes edades, raza,
sexo y procedencia y hall6 41 animales (23.7%) con lesiones compatibles con
HVEB.

2.2. Historia de la hematuria vesical enzodtica bovina

Los efectos téxicos del helecho comun fueron reportados primero por
Tophan en 1787 (Somvanshi y Ravisankar, 2004). Posteriormente, en 1893, en
Inglaterra, hubo una gran sequia que comenzd en la primavera y dur6 todo el
verano, el unico alimento que persistio fue el helecho comun. Muchos bovinos
sufrieron una enfermedad hemorragica similar al antrax. Al afio siguiente, el
sindrome fue reproducido experimentalmente por la alimentacién de vacas con
helecho (Bidault, 2009).

Asimismo, la etiologia de la intoxicacion aguda con helecho fue
redescubierta en la década de 1920 por Stockman y Kerdiles. Unas décadas
mas tarde, en 1955, Pamukcu observd bovinos y bufalos con hematuria en
Turquia y se dio cuenta que la presencia de Pteridium aquilinum era una
constante en las areas de presentacion de HVEB (Franca et al., 2002). No
obstante, la relacion etiolégica entre la ingestidon de helecho y la hematuria

cronica recién fue comprobada en 1960 por Rosenberger (Grinder, 2005).

En nuestro pais esta enfermedad se presenta en muchos lugares de la
amazonia, con variada incidencia. Se tiene conocimiento del reporte de HVEB
en Pucallpa (Gonzales y Carpio, 1973), en el valle de Oxapampa (L6pez, 1983)
y en los valles del Huallaga (San Martin) y Pichis Palcazu (Pasco) (Velarde,
1991). En la actualidad, se han realizado diversos estudios sobre diferentes
aspectos de esta enfermedad. Gonzales (2003) realizé el primer reporte oficial
de la HVEB, seguido de Montes (2007), Ramos (2009), Verde (2009), Herencia
(2009) y Peredo (2010) que han realizado diversos estudios en nuestro pais
reportando prevalencias y analizando técnicas de diagnostico para la HVEB,

asi como, estudios experimentales de dicha enfermedad.



2.3. Etiologia de la enfermedad

La hematuria vesical enzodtica bovina (HVEB) es un sindrome crénico o
intermitente del ganado vacuno asociado con la ingesta crénica del helecho
comun (Pteridium aquilinum). Otras especies de helechos como Cheilanthes
sieberi y P. esculentum en Australia o P. revolutum en China pueden ser la
causa de esta enfermedad en el ganado de otros paises (Grant y Newman,
2007; Bidault, 2009).

La ingesta continua de helecho verde o seco provoca en el bovino, luego de
un periodo asintoméatico prolongado, de por lo menos 15 a 30 dias, graves
dafios de la médula 6sea hematopoyética, especialmente alteraciones de la
trombocitopoyesis y mielopoyesis (Grunder, 2005; Lorgue et al.,, 1997). Este
sindrome se caracteriza principalmente por hematuria persistente y anemia, y
tiene una asociacion con hemorragias y neoplasias en el tracto urinario inferior
(Grant y Newman, 2007).

2.3.1. Pteridium aquilinum
2.3.1.1. Clasificacion

El helecho Pteridium aquilinum, también llamado antiguamente Pteris
aquilina o aguila imperial, helecho comun, helecho hembra, falguera, foguera
(Roder, 2002), pertenece a la familia de las hipolepidaceas (Lorgue et al.,
1997). La clasificacion taxondmica de P. aquilinum (L.) Kuhn es la siguiente:

Reino: Plantae

Division: Pteridophyta
Clase: Filicopsida
Orden: Dennstaedtiaceae
Familia: Hypolepidaceae
Género: Pteridium
Especie: aquilinum



2.3.1.2. Descripcidn botanica

P. aquilinum es una planta perenne que posee gruesos rizomas
subterraneos cubiertos de pelos de color castafio que dan grandes hojas muy
divididas y con esporangios reunidos en un raquis robusto marrén o negruzco
en la cara inferior de las pinulas (Lorgue et al., 1997; McWhirter y Kemp, 2010).
Este helecho carece de flores verdaderas y en su lugar se organizan unas

estructuras reproductoras llamadas soros (Rasmussen, 2003).

Este helecho se distingue de los demés por los esporangios, receptaculos
que contienen las esporas, que estan dispuestos cerca del borde del envés de
las hojas y estan cubiertos por un pliegue protector. La forma de propagaciéon a
través de rizomas hace dificil su control y erradicacion (Alonso-Amelot, 1999;
McWhirter y Kemp, 2010).

; g%&.

-

-7'2"’ = iyyﬁ ,.

Figura 2. Pteridium aquilinum

Fuente: Internet



Figura 3. Caracteristicas botanicas de P. aquilinum

Fuente: Internet

2.3.1.3. Subespecies y variedades

Hay dos subespecies de helechos: Pteridium aquilinum subespecie
aquilinum, que contiene ocho variedades y P. aquilinum subespecie caudatum,
gue contiene cuatro variedades. Actualmente no se sabe si todas las
variedades son toxicas (Grant y Newman, 2007).

Las variedades mejor descritas de P. aquilinum subespecie aquilinum son
aquilinum, decompositum, pubescens, feel Ilatiusculum, wrightianum,
pseudocaudatum y africanum. Las variedades de la subespecie caudatum
mejor conocidas son caudatum, esculentum, arachnoideum y revolutum (Marin
et al., 2004). La variedad yarrabense es un hibrido de esculentum x revolutum
(Rasmussen, 2003).



2.3.1.4. Distribucién geogréafica

El helecho es una de las plantas mas comunes del planeta y se dice que es
la Unica planta que causa una presentacion natural de tumores en animales
(Grant y Newman, 2007). Crece en terrenos siliceos (Lorgue et al., 1997) y
ciertas laderas montafiosas o valles con ganaderia extensiva, con la flora de
los suelos mal trabajados, acidos y pobres en fosfato, estan compuestas

mayoritariamente de helechos (Griinder, 2005).

El helecho Pteridium esta ampliamente distribuido en Europa: Reino Unido,
Alemania, Suiza y los Balcanes (Griinder, 2005), Francia (Champagne, 2004),
Portugal (Resendes et al., 2010), Italia (Borzacchiello et al., 2003), Dinamarca
(Rasmussen, 2003). En la peninsula ibérica se presenta principalmente en
zonas boscosas, afectando vacas lecheras y bovinos de carne en explotacion
extensiva por encima de los mil metros (Roder, 2002). En Africa ha sido
descrito ampliamente en la India (Mengi et al.,, 2001; Dawra et al., 2002) y
Turquia (Pamukcu, 1976).

En el continente americano, P. aquilinum esta distribuido en la totalidad de
los Estados Unidos donde crece en areas pobres y humedas, preferentemente
areas templadas montafiosas y forestales. Puede llegar a ser rapida y
relativamente dominante en una pastura (Carlyle y Duncan, 1990; Giles y
Andrews, 2004). También existen reportes de Costa Rica (Villalobos, 1985),
Venezuela (Sanchez et al., 1999a), Colombia (Delgado et al., 2009), Brasil
(Riet-Correa et al., 2001), Bolivia (Marrero et al., 2001) y Peru (Gonzéles y
Carpio, 1973). No se tiene conocimiento de reportes de la enfermedad en

Ecuador.

2.3.1.5. Compuestos toxicos

Los rizomas, expuestos después del arado de las pasturas infestadas de
helecho son mas atractivos y peligrosos debido a las hojas jovenes
recientemente germinadas (Cuadro 1). Las dosis toxicas son poco conocidas,

10



sin embargo, es necesaria la ingestion de grandes cantidades de helecho
repetidamente (Lorgue et al., 1997). Es considerada peligrosa una proporcion

mayor al 20% de helecho en la alimentacion diaria (Griinder, 2005).
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Figura 4. Cantidad de ptaquilésido en el helecho segun la edad.

Fuente: Alonso-Amelot (1999).
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Figura 5. Relacién entre la altitud y la cantidad de ptaquilésido presente

en las hojas de helecho.
Fuente: Alonso-Amelot (1999).
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Figura 6. Distribucién geografica de diferentes variedades de P.
aquilinum. 1: var. caudatum; 2: var. arachnoideum; 3: var. esculentum; 4.

var. yarrabense.
Fuente: Rasmussen (2003).

Cuadro 1. Cuantificacion promedio de ptaquilésidos en Pteridium
aquilinum

Concentracion de ptaquilosidos (ng/g de materia seca)
Hojas 1465
Tallo 153
Total 1618

Fuente: Marin et al. (2004).

El helecho comun contiene varios agentes potencialmente perjudiciales
tales como componentes inmunosupresores y mutagénicos: un glucésido
cianogenético, una tiaminasa, ptaquilésidos como la braxina C y el ptaquilésido
Z, una quercetina, el aquilido A, un factor de anemia aplasica y un factor
determinante de hematuria (Radostits et al., 2002; Grant y Newman, 2007;
Bidault, 2009), astragalina, acido numérico y acido succinico, d-econdisona,
entre otros de menor importancia (Somvanshi y Ravisankar, 2004). El glucésido

cianogenético es de poca importancia y soOlo esta presente en cantidades

12



inocuas aunque se han descrito muertes subitas debidas probablemente al
acido cianhidrico producido en animales que habian ingerido hojas jévenes
(Clarke y Clarke, 1970; Giles y Andrews, 2004).

2.3.1.5.1. Tiaminasa

La tiaminasa, una enzima hidrolizante de la vitamina B;, es responsable de
la intoxicacidbn en monogastricos, pero a diferencia de la situacion en los
herbivoros no rumiantes, los bovinos no suelen ser afectados por ella (Clarke y
Clarke, 1970; Lorgue et al., 1997; Giles y Andrews, 2004) debido a la
produccion de tiamina por la microflora ruminal. Hay grandes concentraciones

de tiaminasa en el rizoma, mas que en las hojas o en el tallo (Roder, 2002).

2.3.1.5.2. Ptaquilésido

El ptaquilésido es un glicosido nor-sesquiterpenoide, amorfo, incoloro,
sumamente inestable y es clastogénico, mutagénico y carcinogénico. Se
excreta por la orina, por lo tanto su efecto incide sobre la vejiga, ademas puede
pasar a la leche, con riesgos potenciales para la salud publica (Marin et al.,
2004; Somvanshi et al., 2006; Bidault, 2009).

El ptaquilésido es el principal causante de la enfermedad en los bovinos
(Roder, 2002), sufre una serie de reacciones y produce un intermediario
dienona aglicona reactivo, la pterosina B inactiva y también produce aductos de
ADN. La dienona es el carcindgeno final (Somvanshi et al., 2006). Las partes
aéreas y los rizomas de helecho contienen el ptaquilésido, que es resistente a
la henificacion, es termolabil y soluble en alcohol. En rumiantes afecta la
trombocitopoyesis y mielopoyesis (Griinder, 2005) ya que los glucésidos
cianogeneéticos presentes en las hojas jovenes dan origen al acido cianhidrico
que interfiere directamente con varios procesos fisiolégicos al unirse
irreversiblemente con varias enzimas criticas como la citocromo C, la

hemoglobina y la mioglobina muscular (Rasmussen, 2003).
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El nivel de ptaquilésido ha sido estimado en diferentes paises, incluyendo
Australia y Nueva Zelanda, donde se hall6 que los helechos de diferentes
variedades contenian desde 0 hasta 9776 mg/kg (promedio 1275 mg/kg) de
ptaquilésido. El nivel de toxinas del helecho tiene una correlacién positiva con
la altitud y latitud (Somvanshi et al., 2006).

Por otro lado, Dawra et al. (2002) hallaron una proporcién de ptaquilésido de
3.74 + 0.6 mg por kilogramo de hojas y Marin et al. (2004) hallaron 1465 ng de
ptaquilésido por kilogramo de hojas. En la variedad caudatum se ha hallado
una proporciéon de 0.4 a 1.70 mg de ptaquilésido por gramo de hojas frescas,
dependiendo del lugar de coleccién de la planta (Alonso-Amelot et al., 1998).
Asimismo, algo de la toxicidad permanece cuando el helecho es secado para

formar heno (Giles y Andrews, 2004).

OH

D\g/’\ﬁn”
0
HO OH

Ptaquilésido
Figura 7. Representacion quimica del ptaquilésido

Fuente: Internet

2.3.1.5.3. Quercetina

La quercetina (5,7,3’,4’-tetrahidroflavona) es un flavonoide presente en altos
niveles en el helecho. Tiene efectos principalmente mutagénicos vy
clastogénicos de los fragmentos de ADN de cadena sencilla y también causa
reordenamientos cromosomicos (Bidault, 2009).
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La quercetina interactia con el virus del papiloma bovino en la
transformacion de células bovinas primarias. La quercetina sola induce
mutaciones en bacterias, efectos clastogénicos en células cultivadas de
mamiferos y, en las células se intercala dentro del ADN, causando rupturas de
una sola hebra como consecuencia de la generacion de radicales libres (Stocco
dos Santos et al., 1998).

OH
OH

HO 0O

OH
OH O
Quercetina

Figura 8. Representacion quimica de la quercetina

Fuente: Internet

2.3.1.5.4. Otros compuestos téxicos

Otros compuestos toxicos menos conocidos como el factor de la anemia
aplasica y el factor determinante de hematuria deprimen la médula 6sea y
destruyen las células precursoras en dicha médula (Blowey y Weaver, 2003;
Giles y Andrews, 2004). Estas sustancias no estan identificadas plenamente,
pero se supone que también son responsables de las alteraciones observadas
en los bovinos. Los efectos sobre la médula 6sea son acumulativos (Lorgue et
al., 1997). Otros carcindégenos potenciales son los taninos, el acido shikimico, la

prunasina y el kaemferol (Roder, 2002; Grant y Newman, 2007).
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2.4. Epidemiologia de la HVEB

2.4.1. Distribucién geografica de la HVEB

La HVEB se manifiesta como un problema regional en todos los continentes
(Radostits et al.,, 2002; Blowey y Weaver, 2003). Se han reportado
intoxicaciones en bovinos de Gran Bretafia, Italia (Borzacchiello et al., 2003),
Estados Unidos (Carlyle y Duncan, 1990), Argentina (Marin et al. 2004),
Venezuela (Sanchez et al., 2003), Pert (Gonzales et al., 2004), sur de la India,
Java y Filipinas, entre otros paises. Otros eventos patologicos causados por P.
aquilinum ademas de la HVEB son los carcinomas del tracto digestivo superior,
el sindrome hemorragico en bovinos y ovejas, los tumores intestinales y la

degeneracion retinal progresiva en ovinos (Franca et al., 2002).

2.4.2. Prevalencia e incidencia

La incidencia global no es grande pero la enfermedad puede causar
pérdidas importantes en las zonas donde el helecho comun es una plaga
habitual. La enfermedad suele ser mortal. La intoxicacion se limita a las tierras
pobres, abandonadas y tiende a desaparecer a medida que mejoran la
fertilidad y el cultivo. No existe una asociacion estrecha con un tipo de suelo
concreto, aunque parece ser mas frecuente en los suelos mas ligeros. La
cantidad de ptaquilésido presente en el helecho comdn varia mucho segun las
distintas localizaciones geograficas y existe buena correlacion entre su
concentracion y la incidencia de neoplasias (Radostits et al., 2002). En Brasil
se ha reportado una morbilidad del 70% y una mortalidad de hasta 100% (Riet-
Correa et al., 2001).

En el trabajo realizado en el afio 2001 por Marrero et al., la vigilancia de las
granjas afectadas en el Chaco Humedo de la provincia de Tarija en Bolivia
reportd un incremento de la HVEB en los ultimos 20 afios, con la incidencia
incrementandose hasta un 10.6%. Por otro lado, en el trabajo de Dawra et al.
(2002) se reportan prevalencias de 0.8% a 11.5% en diferentes zonas de la
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India. En el continente americano, el estudio de Sanchez et al. (2003) en el
Estado de Mérida, Venezuela, reportd 92 animales (16.0%) positivos a HVEB
de un total de 575 bovinos lecheros examinados; en Brasil, Silva et al. (2009)
han reportado una prevalencia de 12.15% en bovinos de la microrregion de
Capara0; y en nuestro pais recientemente se ha reportado una prevalencia de

26.1% en la zona endémica de Oxapampa (Verde, 2009).

2.4.3. Factores de riesgo

Los factores de riesgo que predisponen a la toxicosis con plantas incluyen la
flora de la region, las caracteristicas del suelo, el clima regional y la invasion de
especies vegetales indesables con contenido quimico perjudicial, como en el
caso de Pteridium aquilinum (Marrero et al., 2001). Asimismo, uno de los
factores de riesgo mas importantes también es la falta de educacion e
indiferencia frente a la problematica de establecer medidas de control del
helecho (Sanchez et al., 2003). A continuacion también se describen algunos

factores relacionados a la HVEB:

2.4.3.1. Climay caracteristicas de la region

Hay una estrecha relacidon entre las éareas enzéticas de HVEB y la
distribucion de Pteridium aquilinum. La intoxicacion es mas frecuentes en las
épocas del afio de escasez de forraje, al final del verano y en sequia (Roder,
2002). Por ejemplo, en Brasil las intoxicaciones agudas ocurren principalmente

en el periodo comprendido entre Noviembre y Mayo (Riet-Correa et al., 2001).

Por otra parte, en el distrito de Pozuzo a 800 msnm, la HVEB es esporéadica
y se cree que es debido a la menor altitud en comparacién a otros distritos con
mayor altitud y mayor incidencia. También se propone que los suelos pobres en
minerales como el calcio y fésforo, y con niveles altos de aluminio y pH acido

entre 3.5 a 5.5 favorecen la diseminacion del helecho (Lopez, 1983).
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2.4.3.2. Especie y edad

Las vacas mayores de un afio de edad son las afectadas con mayor
frecuencia, aunque la enfermedad se observa también en bufalos de agua y
ovejas expuestos a los pastos téxicos durante periodos superiores a los 2 afios
(Radostits et al., 2002; Bidault, 2009). En areas endémicas, hasta el 90% de los
bovinos adultos puede estar afectado (Grant y Newman, 2007).

El trabajo de investigacion epidemioldgica realizado por Séanchez et al.
(1999b) en Mérida, Venezuela, utilizando encuestas epidemioldgicas a los
propietarios de los rebafios del sector determiné que uno de los principales
factores de riesgo fue la edad. Los animales mayores de 24 meses tienen mas

probabilidad de ser afectados por la HVEB.

2.4.3.3. Raza y sexo

No hay preferencia de raza en la presentacion de HVEB. Todas las razas
son potencialmente susceptibles siempre y cuando tengan acceso al helecho.
Segun lo concluido del estudio de Marin et al. (2004), el signos clinico de orina
con sangre es observado mas frecuentemente en vacas (62.5%), luego en
novillos (28.12%), toros (9.37%) y vaquillonas (6.25%), no hallandose este
signos clinico en terneros. El trabajo epidemiolégico de Sanchez et al. (1999b)

no hallo relacion de la enfermedad con la raza y sexo de los animales.

2.4.3.4. Dieta

Frecuentemente los bovinos son renuentes a comer helecho y usualmente
sé6lo lo haran cuando la pastura sea escasa. Los bovinos necesitan pastorear el
helecho como un constituyente significativo de la dieta por varias semanas o
meses antes de que la enfermedad clinica llegue a ser aparente (Giles y
Andrews, 2004). Sanchez et al. (2006) han determinado que los bovinos
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necesitan consumir aproximadamente 10 g/animal/dia de ptaquilésido durante

dos o tres afios para que se presente la HVEB.

2.4.3.5. Papilomavirus

Como un hallazgo significativo en la investigacion sobre la HVEB, el virus
del papiloma bovino tipo 2 (VPB-2) (y en algunos reportes el VPB-4) puede
estar involucrado conjuntamente con el helecho en el desarrollo de las
neoplasias de la vejiga (Grant y Newman, 2007) y del tracto digestivo superior
(Blowey y Weaver, 2003). Se ha demostrado experimentalmente que el virus
del papiloma bovino tipo 2 (VPB-2) podria producir efectos clastogénicos en
ausencia de la ingestion de helechos por el ganado. En el caso de HVEB, el
virus se encuentra a menudo en las lesiones tumorales vesicales (Bidault,
2009).

Uno de los primeros trabajos realizados sobre la relacion entre el VPB-2 y el
helecho comun en la produccion de neoplasias vesicales es el estudio de
Saveria et al. (1992) donde detectaron mediante hibridacion Southern blot el
ADN del VPB-2 en 46% de casos naturales de neoplasias vesicales (7 de 15) y
en 69% (9 de 13) lesiones inducidas experimentalmente, independientemente

del tipo histoldgico.

En 1998, Stocco dos Santos et al. identificaron el ADN del VPB-2 por
Southern blot, PCR y secuenciacién por ciclo de los productos de PCR en la
sangre periférica de vacas afectadas con HVEB y en su progenie, concluyendo
que el VPB puede ser transmitido a través de la sangre. Igualmente, hallaron
una incrementada tasa de aberraciones cromosomicas en los linfocitos de
sangre periférica de estas mismas vacas afectadas cronicamente con HVEB
sugiriendo que la infeccién con el virus causa las alteraciones clastogénicas
observadas en la enfermedad. Asimismo, la investigacion realizada por Lioi et
al. (2004) determiné la presencia de PVB-2 en 11 de 27 tejidos tumorales de

bovinos utilizando PCR.
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El trabajo realizado por Balcos et al. (2008) hall6 ADN del VPB-2 en un alto
porcentaje de tumores de diferentes tipos histoldgicos, procedentes de bovinos
enfermos con HVEB, lo que confirma que los diferentes histotipos no estan
relacionados a la presencia viral. También fue hallada la expresion de la
oncoproteina E5 en las muestras tumorales, lo que sugiere una estrecha
asociacion entre el VPB-2 y el cancer de vejiga urinaria en bovinos. Por otro
lado, Resendes et al. (2010) hallaron una prevalencia de infeccion con el VPB-
2 de 28.2% en diferentes tipos de lesiones tumorales en vejiga urinaria,
concluyendo que existe una relacion entre la carcinogénesis y la infeccién por
el VPB-2, corroborando ademas la amplia diseminacion de este virus (Cuadro
2).

Cuadro 2. Clasificacion histolégica de lesiones de vejiga urinaria y
deteccion de ADN del VPB-2.

Lesiones en vejiga urinaria Numero/tasa Positivo a ADN del VPB-2
Carcinoma urotelial 27 (58.72%) 6 (46.1%)
Hemangiosarcoma 4 (8.7%) 2 (15.3%)
Sarcoma 3 (6.5%) 2 (15.3%)
Hemangioma y carcinoma mixto 3 (6.5%) 1 (7.6%)
Papiloma 7 (15.2%) 0 (0%)

Cistitis 2 (4.3%) 2 (15.3%)

Total 46 (100%)* 13 (100%)

& Cuatro vacas tuvieron muestras duplicadas.
Fuente: Resendes et al. (2010).

La presencia del VPB en las células sanas, sin expresion de la proteina E5
muestra que la replicacion del virus se produce solo en el tumor, pero el virus
puede permanecer latente en las células sanas en la vejiga en espera de la
activacion de la expresiéon de sus genes. Los productos quimicos contenidos en

los helechos son candidatos fuertes en esta funcion (Bidault, 2009).
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2.5. Signos clinicos

Los bovinos muestran signos clinicos segun la cantidad y duracion de la
alimentacion con helecho. El tiempo de latencia entre el periodo de ingestion y
el inicio de los signos clinicos es generalmente largo, de algunas semanas a 1
0 2 meses (Lorgue et al.,, 1997; Roder, 2002). El comienzo de los signos
clinicos puede retrasarse durante un periodo considerable tras la supresion del

consumo de helecho (Clarke y Clarke, 1970).

La intoxicaciébn se manifiesta por diatesis hemorragicas hiperagudas o
agudas o mas insidiosamente como hematuria vesical cronica. Los signos
recién se manifiestan después de la ingestion continua o intermitente
prolongada (Griinder, 2005). La pérdida de peso, anemia, pérdida de sangre
por los orificios corporales, prolongacion del tiempo de coagulacion y hematuria
suelen ser los signos mas constantes. Hay alta mortalidad (> 80%) asociada
con la enfermedad clinica (Roder, 2002). Se ha reportado también diarrea e

inflamacion de las vias respiratorias (Carlyle y Duncan, 1990).

Examinaciones clinicas realizadas en animales enfermos en Tarija,
provincia de Bolivia, mostraron una progresiva pérdida de peso que evoluciono
hacia emaciacion y mucosas externas palidas. Las frecuencias respiratorias y
cardiacas fueron variables asi como la temperatura rectal (Marrero et al., 2001),
aungque también se ha reportado signos clinicos no febriles con frecuencias
respiratorias y cardiacas, motilidad ruminal e ingesta de alimento normales,

pero con disminucién de la produccion lactea (Mengi et al., 2001).

Los casos menos graves se caracterizan por hematuria clinica leve e
intermitente o por hematuria subclinica persistente. En estos casos existe un
empeoramiento progresivo del estado general a lo largo de varios meses, que
acaba con una anemia clinicamente evidente (Radostits et al., 2002).

En terneros frecuentemente hay pirexia, disenteria, hemorragia franca y

petequias en las mucosas visibles. Puede haber edema de la laringe y marcada
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disnea. Debido a la leucopenia, las bacteriemias y otras infecciones

secundarias son las complicaciones frecuentes (Giles y Andrews, 2004).

2.5.1. Signos agudos

La toxicosis aguda ocurre por la ingestion de cantidades diarias de helecho
comun que superan los 10 g/kg de peso del animal por periodos que varian de
3 semanas a unos cuantos meses (Marcal, 2003). El resultado es la depresion
de la médula 6sea, lo que produce leucopenia y trombocitopenia. Los signos
clinicos pueden desarrollarse hasta por varias semanas después que la

exposicion al helecho ha terminado (Giles y Andrews, 2004).

Los signos pueden ser de presentacion repentina e incluyen anorexia,
depresion y disenteria, puede haber pirexia. También se observa salivacion y
moqueo. Llegan a ser obvios variados signos de fragilidad capilar y hemorragia,
incluyendo petequias en las mucosas, sangrado del morro, vagina y conjuntiva.
El trauma puede producir hematomas. Las tasas cardiaca y respiratoria estan
aumentadas. La ausencia de fiebre indica una causa no infecciosa (Rebhum,
1995; Lorgue et al.,, 1997; Giles y Andrews, 2004). La vulva puede ser
observada palida debido a la severa anemia. Hay puntos hemorragicos que son
el resultado de la trombocitopenia. Las hemorragias en otros lados pueden
causar epistaxis, hifema (sangrado en la camara anterior del 0jo) o hematuria
por hemorragia de la mucosa de la vejiga (Blowey y Weaver, 2003; Bidault,
2009). En el 90% de los casos, la hematuria se origina de los tumores de la

vejiga urinaria (Grant y Newman, 2007).

La fase aguda va precedida por un desmejoramiento del estado general y
en algunos casos por excesiva secrecion mucosa de la boca y nariz. Una o dos
semanas mas tarde son notables los signos clinicos de intoxicacion aguda
(Clarke y Clarke, 1970). La debilidad progresiva sobreviene y la muerte puede

ocurrir en uno a cinco dias (Giles y Andrews, 2004).
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En el estudio de Anjos et al. (2009) sobre induccién experimental de
intoxicaciéon aguda con P. aquilinum en bovinos entre 190 y 225 kg de peso
vivo, los animales murieron espontaneamente luego de un cuadro clinico agudo
con una evolucién de 5-6 dias. Las dosis de helecho utilizadas en este trabajo
fueron de 5 g por kg de peso corporal hasta 15 g/kg de peso corporal, lo que
corresponde a una cantidad ingerida de helecho de 47.5%-59.3% del peso

corporal de los animales.

Los casos graves se manifiestan por la expulsion de grandes cantidades de
sangre, a menudo en forma de coagulos, por la orina. El animal desarrolla una
anemia hemorragica y puede morir tras una enfermedad que dura 1 a 2

semanas (Radostits et al., 2002).

2.5.2. Signos cronicos

La intoxicacion cronica con helecho afecta Unicamente a bovinos mayores
de 2-3 afios. Luego de un prolongado periodo prodrémico enferman mas o
menos en forma grave. El desarrollo de la enfermedad es insidioso,
intermitente con mejorias pasajeras y renovados desmejoramientos, al
aumentar la cantidad ingerida de helecho, la intoxicacion puede pasar a la

forma aguda (Grunder, 2005).

El cuadro clinico resultante es llamado hematuria enzooética. La condicion
varia desde una hematuria leve, persistente, como el Unico signo clinico, hasta
casos severos en los cuales hay palidez de las mucosas, estranguria, anemia,
disuria y tenesmo. En la orina de los animales muy enfermos pueden ser
visibles coagulos sanguineos (Rebhum, 1995; Giles y Andrews, 2004). Los
primeros signos de hematuria pueden ser debido a lesiones microscépicas en
las vias urinarias o pueden estar relacionadas con la pancitopenia tipica de la

toxicidad crénica por ingestion de las hojas de helecho (Rebhum, 1995).

Cuando los bovinos han consumido cantidades comparativamente

pequefias de helecho en periodos prolongados, menos de 10 g/kg de peso
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corporal (Marcal, 2003), pueden desarrollarse cambios neoplasicos en el
epitelio de transicion de la vejiga. Pueden presentarse variados tipos de
tumores incluyendo hemangiomas, carcinomas de células de transicion,

adenocarcinomas y hemangiosarcomas (Giles y Andrews, 2004).

Figura 9. Hematuria

Fuente: Internet

2.5.3. Signos digestivos

Los tumores orofaringeos producen pérdida de la condicion, babeo, tos o
ronquidos, halitosis y masas palpables en el es6fago. La descarga nasal puede
contener ingesta, puede haber linfadenopatia submandibular y diarrea. El
timpanismo ruminal puede resultar de los tumores en el eséfago inferior;
inicialmente hay timpanismo intermitente con pérdida de la condicion, luego
diarrea y resistencia al pasaje de una sonda esofégica. Los tumores en el
rumen dorsal producen pérdida de la condicion, diarrea, abdomen distendido y
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timpanismo. Los papilomas orofaringeos frecuentemente pueden acompafiar a

los tumores en cualquier sitio (Giles y Andrews, 2004).

2.6. Fisiopatologia

El helecho es una planta toxica usualmente acumulativa que actia de dos
maneras. Primero, después de la ingestion de grandes cantidades por unas
pocas semanas, los bovinos pueden mostrar un sindrome agudo que resulta de
la anemia aplasica y la trombocitopenia. Segundo, la ingestion de cantidades
considerables de helecho por varios meses puede conducir a un sindrome

cronico llamado hematuria enzodtica (Blowey y Weaver, 2003).

Cuando el ptaquilésido traspasa la barrera fisioloégica del estémago e
intestino del animal, se incorpora al torrente sanguineo y de alli se distribuye a
todos los tejidos, incluyendo el higado, rifidn y vejiga urinaria, la que resulta
particularmente afectada (Alonso-Amelot, 1999). Si el pH de la vejiga es
alcalino, la porcién glucosa del ptaquilésido se pierde y el ptaquilésido se
convierte en un intermediario a glucona dienona (ptaquilosina), que contiene un
anillo ciclopropil altamente reactivo capaz de reaccionar con las
macromoléculas celulares. La dienona es la sustancia que posee capacidad

carcinogénica (Somvanshi et al., 2006).

La dienona posee una gran afinidad por las proteinas con terminales aminos
expuestos, incluyendo el ADN, lo que produce alternaciones genéticas e
inhibiendo la proteina P53, encargada de regular la apoptosis (Alonso-Amelot,
1999). Por consiguiente, mediante reacciones electrofilicas, la dienona puede
formar pterosina B o aductos con bases de ADN (Marin et al., 2004), el ADN
puede ser alcalinizado y se puede originar una reparacion mal emparejada de
este ADN que permite la induccion de proto-oncogenes como el H-ras. Se ha
sugerido que la dienona reacciona con el ADN, sobre todo con la adenosina, e

inicia asi la carcinogénesis (Radostits et al., 2002; Roder, 2002).
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Figura 10. Reacciones sufridas por el ptaquiléosido en medios alcalinos
Fuente: Rasmussen (2003).

Grant y Newman (2007) sugieren que la ingestion de helecho actia como
un co-carcindégeno en la progresion del papiloma benigno de la mucosa vesical
hacia un carcinoma invasivo de células escamosas. Por otra parte, las
hemorragias son el resultado de la trombocitopenia y del incremento de
sustancias anticoagulantes circulantes. La neutropenia puede ser seguida por
infecciones secundarias que pueden promover la fiebre alta (Carlyle y Duncan,
1990). Finalmente, la muerte se debe a la anemia hemorragica (Radostits et al.,
2002) o es el resultado de una insuficiencia cardiaca (Giles y Andrews, 2004).
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Figura 11. Esquema de la fisiopatologia de la HVEB
Fuente: Gonzales (2003).

2.7. Lesiones
2.7.1. Lesiones macroscopicas

A la necropsia, todos los tejidos estan palidos y el animal suele estar
emaciado. La vejiga urinaria contiene coagulos sanguineos u orina tefiida de
sangre. El hallazgo de hemangiomas en la submucosa de la vejiga es tipico de
la enfermedad (Radostits et al., 2002). Las lesiones pueden incluir petequias y
equimosis ampliamente distribuidas, especialmente sobre el corazon, rifiones y
otras superficies serosas, sobre las mucosas, musculos y tejido subcutaneo.
Las equimosis abomasales en los bovinos pueden derivar en ulceraciones
estomacales e intestinales (Carlyle y Duncan, 1990; Lorgue et al., 1997; Roder,
2002).
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En vacas que han pastado hojas de helechos durante largas temporadas,
también ha sido descrita una cistitis no infecciosa progresiva con metaplasia
tisular de la mucosa de la vejiga urinaria (Rebhum, 1995; Bidault, 2009). En la
vejiga urinaria también se encuentran focos hemorragicos puntiformes hasta
pequefias superficies rojas a negras; en casos avanzados también hay
proliferaciones de la mucosa del tamafio de arvejas hasta el aspecto de coliflor
(Grunder, 2005).
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Figura 12. Multiples nodulaciones de 2.0 cm. de diametro y hemorragia

difusa
Fuente: Gonzales (2003)

Los bovinos alimentados con helecho pueden desarrollar hematuria
microscopica seguida por hematuria macroscopica. La microhematuria
usualmente estd asociada con hemorragias petequiales, equimaéticas o
afluentes en el urotelio de los calices renales, pelvis, uréter y vejiga. Estas
lesiones parecen ser una manifestacion del sindrome hemorragico
caracteristico del envenenamiento agudo (Grant y Newman, 2007) y se
presentan como inflamaciéon hemorragica e hiperplasicas crénica pero violenta,

gue deriva en franca neoplasia (Carlyle y Duncan, 1990).
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2.7.2. Lesiones microscopicas

Los cambios histopatologicos hallados en la vejiga de los animales
generalmente son divididos en dos tipos: neoplasicos y no neoplasicos. A su
vez, las lesiones no neoplasicas son divididas en cambios inflamatorios,
hiperplasicos y metaplasicos (Vargas et al., 2003). La co-existencia de estos
dos tipos de lesiones en la misma vejiga no es rara (Prasad e lyer, 1986,
Vargas et al., 2003).

En algunos casos la hematuria microscopica ocurre antes que las lesiones
macroscopicas sean visibles. Cuando este es el caso, histoldgicamente se ven
areas difusas o parchadas de decoloracién rosacea que se desarrollan en la
mucosa de la vejiga y estan presentes ectasia y obstruccion por congestion de
los capilares. Estos vasos alterados son propensos a la hemorragia en la pared
o lumen vesical y suelen desarrollarse lesiones hemangiomatosas nodulares en

las areas afectadas (Grant y Newman, 2007).

La histologia muestra que las hemorragias se originan en las dilataciones
capilares (ectasias capilares endoteliales, cavernizacion angiomatosa con
tendencia a degeneracion sarcomatosa), luego hay proliferaciones epiteliales
mMAas o0 menos vascularizadas de aspecto papilar o papilomatoso. Estas ultimas
tienden a la infiltracién carcinogénica maligna de toda la pared vesical, pero
s6lo excepcionalmente hacen metéastasis en los nddulos linfaticos pelvianos o

en otros 6rganos (Grtinder, 2005).

En las alteraciones neoplasicas microscopicas de la vejiga se observan
lesiones inflamatorias de la mucosa, infiltrados linfocitarios, congestion, edema
y hemorragia. Puede encontrarse hiperplasia del epitelio transicional de
revestimiento. Estas células hiperplasicas pueden transformarse en papilomas
0 en masas solidas que muestran transformacion glandular (Prasad e lyer,
1986). En algunos casos se encuentran lesiones en los uréteres y la pelvis
renal (Radostits et al., 2002). También se observa hipoplasia severa o aplasia

de los tejidos hematopoyéticos (Carlyle y Duncan, 1990).
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2.7.3. Tumores de la vejiga urinaria

Los tumores son raros en bovinos que viven fuera de las areas endémicas
de HVEB y muy infrecuentes cuando el helecho no es consumido. Asi, la
prevalencia tumoral vesical ha sido reportada en bovinos desde 0.1% hasta
0.01% (Pamukcu, 1974). En esta enfermedad se desarrollan varios tipos de
neoplasias que incluyen tumores de origen tanto epitelial como mesenquimal.

Las metastasis son posibles en algunos casos (Rebhum, 1995).

Ocasionalmente los tumores también se desarrollan en la pelvis renal y
uréter, y los hemangiomas hepaticos han sido vistos en algunos animales. La
mayoria de las neoplasias estan localizados en las paredes ventral y lateral de
la vejiga, donde es proporcionado un contacto constante con la orina (Grant y
Newman, 2007).

Respecto al desarrollo tumoral, se presentan varios tipos de neoplasias
epiteliales y mesenquimales, incluyendo los carcinomas de células
transicionales y escamosas, papilomas, adenomas, hemangiosarcomas,
hemangiomas, leiomiosarcomas, fibromas y fibrosarcomas (Vargas et al.,
2003). Las neoplasias epiteliales parecen desarrollar de los cambios
hiperplasicos y metaplasicos (escamosos y mucosos) en el urotelio (epitelio
vesical) que frecuentemente acomparfan las lesiones vasculares ya descritas.
También pueden estar presentes multiples tumores de mas de un tipo y en casi
50% de los bovinos afectados se desarrollan neoplasias mixtos epiteliales-
mesenquimales. Los tipos malignos pueden invadir las zonas circundantes y
casi el 10% de las neoplasias epiteliales hacen metéstasis hacia ganglios

regionales o pulmones (Radostits et al., 2002; Grant y Newman, 2007).

Los papilomas, fibromas, hemangiomas y los carcinomas son los tipos
tumorales mas comunes (Grant y Newman, 2007). Un estudio que realiz6 una
clasificacion histolégica de 46 lesiones en vejiga urinaria de bovinos con HVEB
encontré carcinomas uroteliales (58.7%), papilomas (15.2%),
hemangiosarcomas (8.7%), sarcomas (6.5%) y tumores mixtos de carcinomas

uroteliales y hemangiosarcomas (6.5%) (Resendes et al., 2010).
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En el trabajo de Ramos (2009) se concluye que las lesiones vesicales
inducidas experimentalmente en cobayos alimentados con Pteridium aquilinum,
la neoplasia epitelial mas frecuente fue el carcinoma de células transicionales y
entre las neoplasias mesenquimales, el leiomiosarcoma y el mixoma fueron las
mas frecuentes. Ademas, la mayoria de neoplasias estuvieron acompafadas

de cistitis no supurativa.

2.7.3.1. Tumores epiteliales

a. Papiloma

Los papilomas vesicales son tumores papilares que tienen un estroma
fibrovascular delicado cubierto con epitelio transicional no distinguible del
epitelio vesical normal y de no mas de seis células de profundidad. El
diagnéstico de papiloma esta basado en una ausencia completa de anaplasia
celular. En los bovinos, los papilomas conforman aproximadamente el 17% de
los casos de tumores primarios vesicales (Pamukcu, 1974; Grant y Newman,
2007).

b. Adenoma

Es un crecimiento benigno del epitelio glandular que ocurre raramente en
bovinos. Estos adenomas varian desde solitarios, masas en forma de coliflor
hasta crecimientos mudltiples, pedunculados. Algunos adenomas no pueden
distinguirse de los tumores uroteliales papilares. Los adenomas no invaden las
capas musculares de la pared vesical, se desarrollan de las glandulas pre-
existentes en la mucosa o del epitelio transicional a través de cambios

metaplasicos (Pamukcu, 1974; Hendrick et al., 1998).
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c. Carcinoma de células transicionales

Los carcinomas conforman casi el 80% de los tumores epiteliales de la
vejiga en bovinos. Los carcinomas de células transicionales son los mas
comunes. El diagnostico de neoplasia estd basado en la anaplasia celular,
invasion o metastasis. La metastasis es un fenomeno tardio en el carcinoma de
la vejiga (Figura 10) (Pamukcu, 1974; Pamukcu et al., 1976).

El epitelio transicional sufre proliferacion localizada con metaplasia hacia el
epitelio escamoso estratificado o columnar y, en algunos casos, una mezcla de
ambos tipos (Carlyle y Duncan, 1990). Los carcinomas de células
transicionales frecuentemente hacen metéastasis hacia los noédulos linfaticos
regionales y los pulmones (Pamukcu, 1974). En base a la descripcion
macroscopica y microscopica, los carcinomas de células transicionales pueden

ser divididos en cuatro tipos:

- Carcinoma no papilar no infiltrativo: el tumor esta confinado a la
superficie. Las células tumorales aun estan dentro del epitelio de origen sin la
invasion de la membrana basal. Estos carcinomas son raramente hallados en
bovinos (Pamukcu, 1974; Hendrick et al., 1998).

- Carcinoma papilar: crece dentro del lumen de la vejiga y
macroscopicamente parece un papiloma, pero su base es mas amplia y sus
vellosidades son confluentes y romas. El crecimiento puede tener un patrén
tipo coliflor sin embargo no invade el estroma de su propio tallo o la base del

crecimiento (Pamukcu, 1974; Moreira et al., 2006).

- Carcinoma papilar e infiltrativo: parece un carcinoma papilar pero
invade el estroma de su propio tallo y la ldmina propia de la pared vesical. Este
tipo tumoral conforma el 55% de los carcinomas en bovinos (Pamukcu, 1974;

Grant y Newman, 2007).

- Carcinoma infiltrativo: crece dentro de la pared de la vejiga y

usualmente parece una lesion plana, tipo placa, o un parche ulcerado, infiltrado
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en la mucosa sobre un crecimiento nodular (Pamukcu, 1974; Hendrick et al.,
1998).

d. Carcinoma de células escamosas

El carcinoma de células escamosas usualmente no es papilar, aunque
muchas veces puede tener focos papilares. Los tumores bien diferenciados
pueden ser distinguidos del carcinoma de células transicionales porque hay
una franca queratinizaciébn. Los carcinomas de células escamosas
frecuentemente resultan de la epidermidalizacion de un tumor papilar o de
células transicionales. Este tipo de tumores no es raro en animales y conforma
aproximadamente el 7% de los carcinomas de vejiga. Estos carcinomas hacen
metastasis facilmente (Pamukcu, 1974; Prasad e lyer, 1986; Grant y Newman,
2007, Vargas et al., 2003).

e. Adenocarcinoma

Pueden segregar mucina y se originan del epitelio metaplasico. Esta
metaplasia puede asociarse a la toxicidad. Los adenocarcinomas son de origen
disontogénico, se ubican a lo largo de toda la vejiga y no provienen de una
metaplasia glandular de la mucosa vesical, mientras que los que poseen esta
metaplasia no son considerados verdaderos adenocarcinomas (Carlyle y
Duncan, 1990; Hendrick et al., 1998).

33



Figura 13. Carcinoma de células transicionales
Fuente: Gonzéles (2003).

Figura 14. Carcinoma de células escamosas
Fuente: Gonzélez (2003).
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f. Carcinoma indiferenciado

Como algunos tumores, es imposible reconocer el tipo celular de origen.
Este término indiferenciado se refiere al tipo de epitelio y no al grado de

anaplasia (Pamukcu, 1974; Moreira et al., 2006).

2.7.3.2. Tumores no epiteliales

Los tumores vesicales no epiteliales comprenden el 18% de todos los
tumores primarios en bovinos. La mayoria de tumores no epiteliales en bovinos

son de tipo vascular (Pamukcu, 1974; Pamukcu et al., 1976).

a. Tumores musculares

El leiomioma y el leiomiosarcoma surgen de la capa muscular lisa de la
vejiga, o pueden ser un crecimiento mesenquimal indiferenciado, que se
diferencia dentro del musculo. Los leiomiosarcomas son musculares y
consisten de células acidofilicas alargadas, pleomorficas, con marcada
celularidad, células gigantes y con figuras mitéticas que la diferencian del
leiomioma. Su presentacion es rara en casos de HVEB (Hendrick et al., 1998).

Los rhabdomiosarcomas son tumores raros en cualquier localizacion.
MacroscoOpicamente se proyectan como masas botroides que infiltran la pared
vesical y pueden hacer metastasis, pero usualmente se identifican por la
obstrucciéon urinaria que causan antes que la infiltracion ocurra.
Microscopicamente son una mezcla de células fusiformes y pleomoérficas con

células multinucleadas (Grant y Newman, 2007).
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Figura 15. Leiomiosarcoma en HVEB

Fuente: Internet

b. Tumores vasculares

Pueden ser vistas numerosas masas discretas proyectandose desde la
superficie mucosa de la vejiga. Estas masas sangran facilmente segun la vejiga
se distiende y contrae. Los hemangiomas pueden desarrollar hasta tumores

ulcerantes de variados tipos (Blowey y Weaver, 2003).

Se han reportado hemangiomas, hemangiosarcomas y
hemangiopericitomas. Los hemangiomas los que se presentan en mayor
proporcion. El hemangioma consiste en espacios vasculares dilatados, llenos
de sangre, delimitados por una pared de células endoteliales ligeramente
engrosadas, con margenes demarcados pero no encapsulados. Puede haber
trombosis vascular, generalmente en el tipo cavernoso. El hemangiosarcoma
esta compuesto de células endoteliales inmaduras, que generalmente forman
espacios vasculares. Estas células neoplasicas varian en forma y tamafio, pero

usualmente son alargadas, con nucleos redondos u ovoides, hipercroméaticos y
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con figuras de mitosis. Similar al hemangioma, puede haber trombosis, asi
como pequefias (grietas o0 canales cavernosos. Por otro lado, el
hemangiopericitoma esta compuesto de células neoplasicas, que forman
laminas concéntricas no solo alrededor de los vasos sanguineos, sino también

alrededor de los paquetes de colageno y fibroblastos (Hendrick et al., 1998).

c. Tumores fibroblasticos

Entre ellos tenemos a los fibromas, fibrosarcomas y sarcomas. Su
presentacion en vacunos con HVEB, se da en porcentajes bastante bajos
(Pamukcu et al., 1976; Hendrick et al., 1998).

d. Otros tumores

Aqui se clasifican a los linfomas, cuya presentacion es infrecuente en
vacunos con HVEB (Hendrick et al., 1998).

2.7.3.3. Tumores epiteliales-mesenquimales

Son aquellas que poseen al mismo tiempo neoplasias tanto de origen
epitelial como de origen mesenquimal, lo cual es muy frecuente encontrar en

animales que padecen HVEB (Pamukcu, 1974; Prasad e lyer, 1986).

2.7.3.4. Tumores secundarios

Se originan de la implicancia secundaria de la vejiga ya sea por extension
de tumores malignos primarios desde 6rganos adyacentes, o por la
implantacion de lesiones primarias localizadas en el tracto urinario superior o
muy raramente por metastasis de 6rganos distantes (Pamukcu, 1974; Moreira
et al., 2006).
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2.7.3.5. Tumores no clasificados

Estos son tumores primarios benignos o malignos que no pueden ser
colocados en ninguna de las categorias descritas anteriormente (Pamukcu,
1974).

2.7.3.6. Cambios proliferativos

Los cambios proliferativos vesicales usualmente se originan de la cistitis.
Estos cambios pueden ser confundidos macroscépicamente con tumores, pero
la diferenciacién histoléogica no causa ninguna dificultad (Pamukcu, 1974;

Prasad e lyer, 1986). Los cambios proliferativos observados generalmente son:

a. Nidos de Von Brunn: son grupos compactos de células epiteliales
transicionales que yacen en la lamina propia, con o sin conexion hacia el
epitelio superficial (Pamukcu, 1974). Son lesiones de tipo hiperplasico y
de proliferacion en la submucosa, a veces con cistitis quistica y
metaplasia glandular. Los nidos de Von Brunn son las lesiones mas
habituales y se observan como agregados celulares redondos y
compactos en la ldmina propia de transicion (Grant y Newman, 2007;
Bidault, 2009).

b. Metaplasia glandular: estd caracterizada por células epiteliales
columnares que contienen moco, ya sea sobre la superficie o formando
glandulas en la lamina propia (Pamukcu, 1974; Hendrick et al., 1998).

c. Metaplasia escamosa: el epitelio transicional muestra metaplasia
escamosa y es reemplazado por células escamosas con 0 sin
gueratinizacion. Usualmente hay hiperplasia del epitelio (Pamukcu,
1974).

d. Cistitis quistica: son grupos de células epiteliales transicionales con
cavitacion central, algunas veces quisticas, que yacen en la lamina
propia, con o sin conexion al epitelio superficial (Pamukcu, 1974 Grant y
Newman, 2007).
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e. Cistitis polipoide: esta caracterizada por epitelio hiperplasico que cubre
proyecciones engrosadas, como dedos, de la lamina propia. Las
proyecciones son edematosas, hiperémicas y estan infiltradas con
células inflamatorias (Pamukcu, 1974; Pamukcu et al., 1976).

2.7.4. Lesiones en el tracto digestivo superior

Un tercer sindrome clinico menos comun que resulta de la exposicion
prolongada al helecho es el carcinoma de células escamosas del tracto
digestivo superior, que puede acompafar los cambios o la formacién tumoral
en la pared vesical. La enfermedad tiene una fuerte incidencia regional. Cuatro
sindromes clinicos son reconocidos dependiendo del sitio de formacion tumoral
(Giles y Andrews, 2004). Una examinacion de lesiones tumorales en bovinos
hall6 carcinomas presentes en el 100% de las vejigas urinarias y en el 50% de

los esdfagos de los casos confirmados de HVEB (Marrero et al., 2001).

En el estudio de Marin et al. (2004) los animales presentaron tumores en
esofago desde el extremo oral al cardial, solitarios o multiples, pedunculados,
de aspecto rugoso, laminados y pesados proyectandose desde la mucosa y

con variado tamano.

2.8. Diagnostico

El diagnostico presuntivo esta basado en los signos clinicos y una
asociacion con alimentacion con helecho o de la prolongada exposicion al
helecho. Se hallan varios animales enfermos al mismo tiempo. En los casos
agudos o subagudos, la depresion de la médula désea resulta en
trombocitopenia y leucopenia, prolongado tiempo de sangrado y de formacion
de coagulos y anemia (Rebhum, 1995; Blowey y Weaver, 2003; Giles y
Andrews, 2004). El diagnéstico exacto de la enfermedad requiere una
examinacion invasiva como la biopsia, con los consiguientes inconvenientes

para el animal y su propietario (Hoque et al., 2002).
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2.8.1. Examinacioén y signos clinicos

La examinacién de la vejiga es relativamente sencilla en los bovinos
mediante palpaciéon rectal. Frecuentemente cuando esta vacia yace
completamente dentro de la pelvis, pero cuando esté distendida yace dentro de
la cavidad peritoneal anterior al borde pélvico y es facilmente palpable como un
una estructura tensa redonda (Jackson y Cockcroft, 2002).

La examinacion clinica del animal afectado revela ausencia de fiebre en la
mayor parte de los casos y la examinacion rectal permite la palpacién de
multiples masas dentro de la pared vesical (Divers, 2008) o un engrosamiento
de la misma (Rebhum, 1995). En las hembras los pelos de la comisura inferior
de la vulva y en machos los pelos prepuciales estan pegados por la sangre
(Grunder, 2005).

2.8.2. Hematologia

El analisis hematoldgico puede detectar una anemia inespecifica en la
HVEB (Radostits et al., 2002). Las modificaciones del hemograma consisten en
la disminucion de eritrocitos y hemoglobina en el sentido de una anemia
normocromica ademas, hay una trombopenia y leucopenia leve a moderada
con recuento diferencial normal de los leucocitos. No se comprueban trastornos
de coagulacion (Marin et al., 2004; Grunder, 2005).

El cuadro hematoldgico consta de leucopenia intensa con agranulocitosis y
trombopenia/trombocitopenia, neutropenia, anemia y la médula muestra aplasia
de la serie granulocitica y trombocitica (Carlyle y Duncan, 1990; Lorgue et al.,
1997). La investigacion realizada por Mengi et al. (2001) (Cuadro 3) reveld
valores promedio de hemoglobina, hematocrito, hemoglobina corpuscular,
concentracion promedio de hemoglobina corpuscular y conteo eritrocitico total
significativamente inferiores en vacas con hematuria respecto a bovinos control
saludables. Sin embargo, no se hallaron cambios en el valor del volumen

corpuscular medio, lo que indica que se desarrolla una anemia normocitica
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hipocrémica. Por otra parte, en un estudio similar, Sdnchez et al. (2004) no
apreciaron ningun cambio significativo en el valor de la concentracién promedio
de hemoglobina corpuscular sugiriendo que los animales tenian anemia

microcitica.

Cuadro 3. Valores hematolégicos, bioquimicos y minerales plasmaticos
de vacas con hematuria vesical enzoodtica bovina y bovinos control
saludables.

Parametros Vacas con HVEB Bovinos control
Hemoglobina (g/dl) 7.67 £0.13 11.07+£0.24
Hematocrito (%) 26.50 £ 0.43 34.02 £ 0.90
TEC (x10%/mm) 5.21 £ 0.09 6.56 £ 0.19
MCV (fl) 51.05 £ 0.57 51.98 + 0.89
MCH (Pg) 14.86 + 0.29 16.95 + 0.47
MCHC (%) 28.35+0.77 32.62 £0.77
Proteinas plasmaticas totales (g/dl) 5.99+0.12 7.02+0.19
Nitrégeno arico plasméatico (mg/dl) 29.86 + 0.56 18.38 £ 0.99
Creatinina plasmatica (mg/dl) 1.89£0.04 1.50 £ 0.04
Calcio (mg/dl) 8.30£0.18 9.49+0.14
Fosforo inorganico (mg/dl) 7.17 £0.16 4,99 +0.19
Magnesio (mg/dl) 2.23+0.14 2.15+0.08
Cobre (ug/dl) 97.78 £ 4.33 84.58 +7.17
Molibdeno (ppm) 2.02+0.12 1.93+0.21

TEC = Conteo eritrocitico total
MCV = Volumen corpuscular medio

MCH = Hemoglobina corpuscular media

MCHC = Concentracion de hemoglobina corpuscular media
Fuente: Mengi et al. (2001).

La anemia puede ser debida a la pérdida de hierro que resulta de la pérdida
sanguinea cronica y la neutropenia es por la temprana destruccién de las
células mieloides. Los megacariocitos desaparecen (Carlyle y Duncan, 1990).

Los resultados que se observan en los diversos trabajos indican que el animal
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afectado por la HVEB tiene una eritropoyesis deficiente, donde los eritrocitos
son mayormente microciticos y en algunos casos se observa hipocromia leve
(Sanchez et al., 2004).

2.8.3. Uriandlisis

El analisis de orina o urianalisis es una de las pruebas mas importantes para
detectar enfermedades de las vias urinarias. Este andlisis incluye pruebas
fisicas y quimicas como la evaluacion del color de la orina, turbidez, pH, etc., y
la evaluaciébn microscépica del sedimento urinario, que es una técnica

importante para la deteccion de hematuria (Braun y Lefebvre, 2008).

Una valoracion inicial de la orina puede ser hecha utilizando las tiras
reactivas que pueden indicar la presencia cualitativa de sangre, hemoglobina,
cetonas o pigmentos biliares. También puede obtenerse un indicio de la
cantidad de proteina presente en la orina. Globulos rojos y blancos pueden ser
detectados por microscopia directa. Hay un sedimento celular presente en la
hematuria pero no en la hemoglobinuria a pesar de que la orina tiene matices

rojizos en ambos casos (Jackson y Cockcroft, 2002).

En el andlisis de orina se puede revelar proteinuria en estrecha relacion con
la hipoproteinemia e hipoalbulinemia. También hay un aumento del nitrdgeno
ureico y baja gravedad especifica urinaria, indicativo de disfuncion renal. En el
sedimento urinario hay un aumento de las células procedentes de la vejiga
urinaria o también llamadas células transicionales (Cuadro 4) (Sanchez et al.,
2004).

La macrohematuria es aparente a la inspeccion, mientras que la hematuria
oculta o microhematuria es detectada por una reaccion positiva con la prueba
de la ortotoluidina mediante tiras reactivas. Este reactivo ortotoluidina no puede
diferenciar entre hematuria, hemoglobinuria o mioglobinuria y las tres deben ser
consideradas a menos que el color, precipitacion de los glébulos rojos o el

urianalisis completo indique el componente exacto (Divers, 2008).
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Cuadro 4. Caracteristicas de la orina de bovinos y algunas observaciones

Caracteristicas

Observacion

Cantidad

Aproximadamente 6 a 12 litros por dia. Los bovinos
producen aproximadamente 1 ml de orina por

kilogramo de peso corporal por hora.

Color

Normalmente dorado y claro. La decoloracion roja
puede indicar la presencia de globulos rojos
(hematuria) o hemoglobina (hemoglobinuria). Una
decoloracion marrén o amarilla puede indicar la
presencia de mioglobina o] pigmentos,
respectivamente. La orina puede parecer turbia si

contiene pus o sangre.

Olor

Fétido si esta infectado o retenido. El olor de las
cetonas puede ser detectado en los animales

cetonicos.

Gravedad especifica

1.020 a 1.045.

pH

7 a 8. La alcalinidad se puede incrementar por la
urotiliasis. La orina puede ser acida en algunas

infecciones.

Viscosidad

La orina normal fluye libremente con una baja
viscosidad. La viscosidad se incrementa en la orina

concentrada y en la presencia de pus y sangre.

Proteina

Si hay dafio glomerular o amiloidosis se presenta un

alto contenido de proteina.

Glucosa

Se presenta raramente en la orina, pero
ocasionalmente se detecta después de procesos de
estrés. También puede ser vista en la rara condicion

para los bovinos, diabetes mellitus.

Porfirinas

Se observan si hay una anormalidad eritropoyética

congénita.

Fuente: Jackson y Cockcroft, 2002.
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En la microhematuria sdlo se encuentra microscépicamente un numero
aumentado de eritrocitos en el sedimento; en la macrohematuria la orina
presenta sangre a simple vista. En los casos leves solamente contiene sangre
la dltima porcién de la miccion, en los graves toda la orina esta roja y turbia,
incluso contiene coagulos de sangre (Grinder, 2005). Si no hay hematuria
macroscopica, se centrifuga una muestra de orina y se analiza el sedimento
para buscar eritrocitos. Puede ser necesario repetir la prueba varias veces
(Radostits et al., 2002).

La microhematuria podria originarse desde el rifidn (por ejemplo, por infarto,
nefrosis tubular, pielonefritis u otras causas), uréteres (por ejemplo por
calculos, tumores o pielonefritis), vejiga (por cistitis, calculos o tumores), uretra
0 a través de la contaminacion sanguinea de la orina en la vagina. La
macrohematuria usualmente es asociada con la pielonefritis, calculos urinarios,

urolitiasis o cistitis en bovinos lecheros (Divers, 2008).
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Figura 16. Andlisis microscopico del sedimento urinario
Fuente: Internet
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Cuadro 5. Anédlisis de orinay su relacién con la HVEB

Parametro Vacas saludables Vacas con HVEB
Proteinas (g/L) <0.3 >1.0(1)
Leucocitos (cél/L) <15 >70 (1)
Densidad (g/cc) 1.025 £ 0.008 1.002 £ 0.003 (})
Sangre oculta (cél/L) <0.3 > 60 (1)
Nitritos Negativo Positivo (1)

Abundantes eritrocitos,
Sedimento Negativo leucocitos y bacterias; células

transicionales (>12/c)

Fuente: Sanchez et al. (2004)

2.8.4. Bioquimica clinica

Se ha visto disminucion de la concentracion sérica de tiamina, disminucion
de la actividad transcetolasa del eritrocito, elevadas concentraciones de
piruvato sérico y elevadas concentraciones de lactato sérico (Roder, 2002).
También se han reportado diferencias significativas para los parametros AST,
ALT, fosfatasa alcalina, BUN, creatinina, potasio, calcio, fésforo y cloro, sin
hallar diferencias en magnesio y sodio. Los valores BUN de las vacas

afectadas se pueden encontrar ligeramente elevados (Sanchez et al., 2004).

El Cuadro 3 también muestra una significativa disminucién en las proteinas
totales en las vacas con HVEB en comparacién a los animales saludables. Esto
podria ser debido a la pérdida sanguinea cronica y la filtracion de proteinas,

particularmente albumina, a través de los rifiones (Mengi et al., 2001).

Sanchez et al. (2004) encontraron hipoproteinemia e hipoalbulinemia en
animales con HVEB, lo que sugeriria una posible disfuncion hepética. Otras
causas de lo anterior podrian ser también la pérdida debido a disfuncién renal o

la pérdida de sangre por las lesiones vesicales.
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También hay una disminucién de las actividades de la B-glucuronidasa y la
fosfatasa alcalina. La proteina urinaria y la creatinina se incrementan. Respecto
a los valores plasmaticos, solo la actividad de la lactato deshidrogenasa se
incrementa. Para la lactato deshidrogenasa y fosfatasa alcalina puede permitir
el diagnéstico precoz de la HVEB, lo que no permite el andlisis sanguineo
(Bidault, 2009).

2.8.5. Cistoscopia

En casos dudosos el diagnoéstico puede confirmarse por cistoscopia
utilizando un endoscopio especial llamado cistoscopio. En esta prueba se
observan preferentemente en el triangulo vesical focos hemorragicos del
tamafio de una cabeza de alfiler desde los cuales fluye sangre hacia el lago
urinario, incluso pueden observarse pélipos del tamafio de arvejas, avellanas o

papas color oscuro o rojo negruzco (Grunder, 2005).

2.8.6. Ecografia

Hace unos pocos afios, la introduccién de la ecografia ha revolucionado el
diagnostico de enfermedades que involucran las estructuras de tejido suave de
la cavidad abdominal. La vejiga urinaria, en especial, es un organo ideal para la
ecografia, es facilmente reconocida en condiciones normales y de enfermedad.
Ademas, la ecografia esta completamente desarrollada en la Medicina Humana
y la Medicina Veterinaria de animales menores (Hoque et al., 2002). La vejiga y
su contenido pueden ser evaluados facilmente mediante una ecografia rectal y
algunas veces transabdominal. En las hembras, el revestimiento de la vejiga
también puede ser observado utilizando un endoscopio pediatrico pasado a

través de la uretra (Jackson y Cockcroft, 2002).

El trabajo realizado por Hoque et al. (2002) hallé6 que la vejiga urinaria fue
muy facilmente reconocida como una estructura vesicular anecoica distendida

con la orina y la resolucién de las imagenes fue buena. El procedimiento fue
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ejecutado sin ninguna molestia para los animales y tom6 un promedio de 5

minutos por animal.

Sandoval et al. (2002) estudiaron por ecografia, via transrectal, la vejiga
urinaria de seis vacas con diagndstico previo de hematuria enzoética bovina y
de dos vacas control sanas. La obtencion de las imagenes se logré6 mediante la
utilizacion de un transductor lineal con frecuencias de 5.0 y 7.5 MHz en modo
B. En las vacas con hematuria, se observaron imagenes ecograficas
compatibles con patologias, que se clasificaron en dos tipos. Las lesiones de
tipo 1 fueron papilares pedunculadas originadas en la pared vesical y que
sobresalian hacia el lumen; las lesiones de tipo 2, fueron aquellas de caracter
erosivo con pérdida de la continuidad de la mucosa de la pared vesical
rodeadas con zonas hipoecoicas y anecoicas. Las lesiones tipo 1, fueron
clasificadas de acuerdo su tamafio en tres grados ( I,Il y Ill') o rangos, midiendo
los bordes a nivel de su origen. Las lesiones mas frecuentemente encontradas
fueron las del tipo 2, que se apreciaron en el 100% de las vacas con
diagnéstico previo de hematuria y las lesiones del tipo 1 Grado Il con un 27,8%.
Las evidencias sugirieron que en un mismo animal problema se pueden
encontrar diferentes tipos y grados de lesiones, las cuales no fueron
encontradas en las vacas control. Ademas, los hallazgos ecograficos fueron
considerados compatibles con las lesiones anatomopatolégicas post-mortem
asociadas a la hematuria enzodtica bovina. El estudio demuestra la utilidad de
la evaluacion ecografica, especialmente para el diagnéstico temprano vy
prondstico de la enfermedad.

2.8.7. Necropsia

La necropsia es una técnica utilizada para determinar la causa de muerte o
el problema que sufria un animal. Para obtener la maxima informacion de este
andlisis post-mortem de un animal, es necesario seguir un procedimiento
rutinario riguroso que permita la visualizacion de todos los sistemas. De este

modo se asegura la descripcion de todas las lesiones posibles (Hofle, 2001).
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2.8.8. Histopatologia

La confirmacion del diagndstico se basa en los signos desarrollados por los
animales que pastan en campos llenos de helechos y preferentemente por las
lesiones histopatoldgicas encontradas en la vejiga utilizando un microscopio

optico (Radostits et al., 2002). Completar informacion de técnica histologica.

Por otra parte, Vargas et al. (2003) utilizaron muestras preparadas de
bloques de parafina o secciones tisulares recientemente preparados tefidas
con hematoxilina-eosina. En algunos casos se utilizaron coloraciones

especiales como PAS o el tricromico de Masson para observar tejido conectivo.

2.8.9. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica avanzada que utiliza anticuerpos
seleccionados para identificar antigenos especificos. Estos anticuerpos por lo
general estdn unidos a un elemento que produce color. Es una prueba muy
sensible que puede detectar cantidades relativamente pequefias de una

sustancia en particular (Sardon et al., 2005).

La inmunohistoquimica se ha utilizado para la deteccion de uroplaquinas,
gue son productos de diferenciacién de las células uroteliales que forman una
proporcion principal de la membrana unitaria asimétrica y son expresadas mas
consistentemente en el epitelio superficial de transicion. Se noté disminucion en
la tincion inmunohistoquimica positiva de uroplaquina en los tumores uroteliales
crecientemente malignos en bovinos con hematuria enzooética cronica. Aunque
no es necesario el uso de tumores para dictar un prondstico, la tincion de
uroplaquinas puede asistir en la identificacion de grupos celulares uroteliales
metastaticos y caracterizar adicionalmente la diferenciacion de células

transicionales en las neoplasias (Grant y Newman, 2007).
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Figura 17. Técnica inmunohistoquimica utilizando anti-vimentina
Fuente: Internet

La expresion de uroplaquinas fue investigada en 20 tumores vesicales de
vacas que habian estado sufriendo de HVEB por varios afios. En el urotelio
displasico y las proliferaciones papilomatosas, la expresion de las uroplaquinas
fue evidente tanto en la tincibn luminal como en la intracelular. Las
uroplaquinas aparecieron claramente definidas en la membrana plasmética de
las células luminales y los limites de las células colocadas en las capas mas
profundas. Esta expresion es similar a los patrones de uroplaquinas de algunos

tumores uroteliales en humanos (Ambrosio et al., 2001).

Algunos estudios en tumores humanos indican que las neoplasias
uroteliales expresan ambas formas de la enzima ciclooxigenasa (COX). El
trabajo de Borzacchiello et al. (2003) identific6 por inmunotincién el gen de la
COX-2 intracitoplasmaticamente en urotelio normal y en 17 de 20 muestras
neoplasicas de bovinos. Se sabe que los genes COX-1 y COX-2 estan
involucrados en la carcinogénesis de tumores uroteliales de humanos y de
algunos animales. Hubo una expresion moderada a intensa del COX-2 en los

carcinomas uroteliales no invasivos e invasivos, lo que indica que el COX-2 es
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sobre-expresado en los carcinomas uroteliales que se presentan naturalmente

en bovinos, y que esta inmunotincién puede tener un valor diagndstico.

También se ha estudiado la expresion inmunohistoquimica del gen H-ras en
lesiones vesicales de bovinos adultos expuestos a helecho. Al analizar 46
lesiones macroscopicas vesicales de HVEB, hubo una expresion
inmunohistoquimica significativamente incrementada de H-ras en la cistitis
cronica (53.24%) y los tumores vesicales (63.60%) en comparacion a las
vejigas urinarias de animales normales (4.32%). Por lo tanto, la
inmunohistoquimica del H-ras puede ser de valor para identificar animales en

etapas tempranas e incluso tardias, de la enfermedad (Sardon et al., 2005).

2.8.10. Microscopia electrénica

La microscopia electrénica es una técnica de gran utilidad, en especial para
fines diagnosticos y de investigacion de las relaciones entre los agentes
patogenos y el hospedero. Por lo general se utiliza en microbiologia para
observar la estructura de los virus, y en patologia para realizar diagndésticos
partiendo de la ultraestructura celular (Jurado y Petruccelli, 2005). Sanchez et
al. (1999a) realizaron un estudio ultraestructural de la vejiga de bovinos con
HVEB. Las muestras se dividieron en partes de 1 mm de grosor que incluyeron
areas afectadas y areas normales. La tincion utilizada fue azul de toluidina al
1% y se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo. La observacion
se realiz6 a un aumento de 360x.. Completar la ultraestructura celular de

neoplasia.

2.8.11. Otros analisis diagndésticos

El andlisis citogenético de bovinos con HVEB demostré6 un mayor niumero

de anormalidades estructurales cromosomales que en animales control sin
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acceso al helecho comun. Igualmente, por este analisis se puede observar el

efecto clastogénico en neoplasias vesicales (Lioi et al., 2004).

2.9. Diagnéstico diferencial

El diagnéstico diferencial se hace principalmente con cistitis y pielonefritis.
Ambas alteraciones suelen ir acompafiadas de fiebre, polaquiuria y presencia
de pus y restos soélidos en la orina. El estudio bacteriolégico de la orina revela

la presencia de infeccion (Radostits et al., 2002).

También hay que incluir en el diagnostico diferencial algunos sindromes
agudos como antrax y pasteurelosis septicémica, el sindrome de prurito pirexia
hemorragicas, anemia hemolitica, las micotoxicosis y casos crénicos de
hematuria deben diferenciarse de infecciones como la babesiosis, leptospirosis,
la hemoglobinuria post-parto (Blowey y Weaver, 2003; Giles y Andrews, 2004)
y heridas de vejiga o uretra (Grinder, 2005). La anaplasmosis puede
diferenciarse por el hallazgo de un bazo de gran tamafio y del organismo
causal en los eritrocitos. La leptospira produce hemorragias y fiebre, sin
embargo las hemorragias no suelen tener mucha importancia. La diferencia se
hace por la presencia de ictericia (Carlyle y Duncan, 1990). Por otro lado, los
sindromes causados por los carcinomas de células escamosas del tracto
digestivo superior se parecen a la enfermedad de Johnes, deficiencia de cobre

y enfermedad de las mucosas (Giles y Andrews, 2004).

En el diagnostico diferencial también debe tenerse en cuenta la intoxicacion
por trébol dulce, aunque las hemorragias son muy grandes, hay formacion de
hematomas en los tejidos y no suele haber fiebre. En este caso, las
transfusiones sanguineas curan al animal rapidamente. En la intoxicacion por
crotalaria las hemorragias no muestran diferencias con la HVEB pero el higado
suele presentar considerable fibrosis, la vesicula biliar esta distendida y con
frecuencia hay edema abomasal y duodenal. En la intoxicacion por harina de
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soya extraida por tricloroetileno el cuadro presenta anemia y hemorragias. La
diferenciacion dependerd principalmente de la anamnesis. En ninguna de estas
intoxicaciones hay neutropenia como en la intoxicacion por helecho (Carlyle y
Duncan, 1990).

2.10. Tratamiento

No debe intentarse ningun tratamiento y los animales afectados deben ser
sacrificados en la primera oportunidad (Radostits et al., 2002). El tratamiento de
los casos individuales usualmente no es esperanzador. No hay manejo
terapéutico exitoso de la neoplasia en la vejiga urinaria o el tracto digestivo
superior (Giles y Andrews, 2004). El primer paso suele ser el retiro inmediato

de la comida o pastos que contienen helecho (Griinder, 2005).

En los casos agudos son necesarias transfusiones sanguineas, estas
suelen ser de mas de 4 litros de sangre por animal, mientras que en los demas
casos debe administrarse una mezcla hematinica (Radostits et al., 2002;
Roder, 2002; Blowey y Weaver, 2003). La transfusion de sangre es el
tratamiento mas eficaz: para bovinos adultos 1 a 4 litros, conteniendo citrato de
sodio al 3%; 100 ml por 400 ml de sangre. Se puede utilizar también azul de
toluidina: 1 g/litro de suero salino, IV de 1 a 2 litros en 24 horas; alcohol butilico
(2 g), Tween 80 (5 g), cloruro de sodio al 1%, 100 ml en infusion IV lenta, 20 a
50 ml al dia (Lorgue et al., 1997).

Los antibioticos de amplio espectro deben ser administrados para
contraatacar la bacteriemia e infecciones secundarias (Giles y Andrews, 2004).

También se pueden utilizar antihistaminicos (Lorgue et al., 1997).

Ha sido descrito el uso de estimulantes de la médula 6sea incluyendo DL-
batil alcohol de manera parenteral (Giles y Andrews, 2004), pero no se
considera como un tratamiento efectivo (Roder, 2002). También se han
realizado lavados repetidos de vejiga, luego de una pequefia anestesia
extradural sacra a temperatura corporal (Griinder, 2005).
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2.11. Pronéstico

En la hematuria vesical cronica es desfavorable. Su grado clinico depende
de la intensidad y la duracion de la hemorragia. Si se continla con la
alimentacion con helecho el estado de los animales desmejora paulatinamente,
incluso bastante rapido (Grunder, 2005). En los casos agudos el resultado
clinico probablemente estd mas influenciado por el grado de dafio a la médula
Osea que por el tratamiento (Giles y Andrews, 2004). Los indicadores de una
depresion grave de la médula 6sea (recuento de leucocitos de < de 2.000/mm?

o plaquetas < 100.000/mm?®) sugieren un mal pronéstico (Roder, 2002).

Una alimentacién correcta sin helecho logra una mejoria paulatina pero no
una curacion total. Estos animales pueden alcanzar una edad avanzada pero
ya no son rentables. Si se repite la ingesta de helecho, reaparece la hematuria.
En los machos existe el peligro de que los coagulos causen obstruccion

temporal o permanente de la uretra (Grinder, 2005).

2.12. Prevencién y Control

A pesar de su extensa abundancia en ciertas areas, el helecho siempre
debe ser visto como una planta potencialmente toxica para los bovinos. Debe
realizarse un arado profundo, el control agresivo del pasto o utilizar herbicidas
para controlar el crecimiento del helecho. El acceso a las pasturas infestadas
con helecho siempre debe ser limitado, especialmente si el crecimiento del
pasto es pobre. En particular, nunca se debe permitir a los bovinos tener
acceso a la tierra recién arada con helecho presente y donde los rizomas estan
expuestos, especialmente si ellos comienzan a retofiar (Rebhum, 1995; Roder,
2002; Giles y Andrews, 2004). Se puede realizar un control quimico bianual con

la aplicaciéon del herbicida metsulfurén metil (Sanchez et al., 2003).
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Un mejoramiento general de la nutricibn suele hacer que disminuya el
namero de animales afectados. Una recomendacion especifica consiste en
aplicar sulfato de calcio hidratado (225-335 kg/hectérea) al pasto como
fertilizante, medida que parece retrasar la presentacion de la enfermedad
(Radostits et al., 2002). Un buen ensilaje con < 10% de helecho parece ser

inocuo para los bovinos (Grinder, 2005).

La erradicacion del helecho comun es dificil y no debe intentarse sin
asesoramiento para el control de malas hierbas (Radostits et al., 2002). Las
areas limitadas de infestacion por helecho pueden ser cercadas, quemadas,
aradas y resembradas o pueden utilizarse herbicidas para el control. Todas
estas medidas sirven para reducir el nivel de contaminacion por helecho
(Blowey y Weaver, 2003; Giles y Andrews, 2004).

2.13. Importancia de la HVEB en la salud publica

La leche ha sido reconocida como una fuente potencial de productos
naturales toxicos por muchos afios. Ademas de las micotoxinas adquiridas por
el animal por medio de los mohos presentes en el alimento formulado, otros
variados metabolitos secundarios de caracter xenobidtico han sido detectados
en la leche de animales expuestos a un amplio rango de plantas (Alonso-
Amelot et al., 1998).

Para que un componente dietético aparezca en la leche, primero tiene que
ser incorporado en el torrente sanguineo y luego transferido a través de las
membranas de la célula mamaria hacia la leche (Alonso-Amelot et al., 1998).
En 19 de 20 bovinos con HVEB, se han detectados dos componentes toxicos
del helecho comun: la quercetina y el ptaquilésido, en orina, suero y leche (Lioi
et al., 2004).

El experimento realizado por Alonso-Amelot et al. (1998) consistio en la
alimentacion de seis vacas con 6 kg/animal/dia de hojas frescas del helecho
Pteridium aquilinum cuyo contenido de ptaquilésido fue determinado
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previamente. El ptaquilésido aparecié en la leche 38 horas después de la
alimentacion inicial con esta planta y continué siendo excretado a un nivel
relativamente constante, después de un periodo de induccién, por 62 a 70
horas después del cese de la dieta. El valor promedio de ptaquilésido
excretado fue aproximadamente 8.6% del ptaquilésido total ingerido. Esta
sustancial cantidad de ptaquilésido hallado en la leche debe ser de especial
interés, especialmente para los granjeros que consumen leche de los hatos
alimentados en areas infestadas con helecho.

Se ha considerado la posibilidad que por consumo directo o indirecto de
Pteridium, sean transmitidas sustancias carcinégenas por medio de la leche o
carne al ser humano, causando un incremento en el riesgo de adquirir
neoplasias de las vias digestivas superiores (Marin et al., 2004). Villalobos
(1985) estudid la correlacion entre el consumo de leche potencialmente
contaminada con los factores carcinogénicos de P. aquilinum y la alta
incidencia de cancer gastrico en Costa Rica. Este trabajo comprobd la
contaminacion de leche y la presencia de P. aquilinum en los establos de
bovinos con HVEB y concluy6é que la leche debe ser considerada un posible

factor etioldgico en el cancer géstrico en humanos.

2.14. Avances en el diagnostico de la hematuria vesical enzootica bovina

en el pais

En nuestro pais se han realizado muy pocos estudios con relacion a la
hematuria vesical enzodtica bovina a pesar de su importancia e implicaciones
que esta enfermedad tiene en la sanidad animal, desarrollo pecuario y
recientemente, en la salud publica. Los criadores de bovinos de la zona de
Oxapampa (Pasco) (ver Fig. 15) han comenzado a hablar de la HVEB desde
aproximadamente 1970 y no tenian la certeza de que la enfermedad fuera
producida por el helecho comun. Lo que si se sabia era que la enfermedad
genera muchas pérdidas econdmicas y que los tratamientos no eran efectivos.

Igualmente se ha realizado una encuesta en Oxapampa donde todos los
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ganaderos han expresado que tienen HVEB en su ganado (Verde,
comunicacién personal).

La provincia de Oxapampa esta ubicada en el departamento de Pasco, en la
margen derecha del rio Chontabamba, a una altura de 1814 msnm y con una
superficie de 982 km?; tiene un clima himedo semi-calido con temperaturas
entre 18 - 23°C y una precipitacion pluvial de 1800 mm (MINAG, 2010). La
poblacién aproximada de bovinos en la provincia de Oxapampa es de 60,000
cabezas de ganado, con una produccion de tipo extensiva, poco tecnificada y
de doble proposito. El pastoreo se realiza en areas extensas, donde
predominan las gramineas como Setaria 0 Estrella Africana, pero debido a la
tendencia al sobre pastoreo y a la sobrecarga animal, hacen su aparicion las
malezas destacando entre ellas el helecho comin o Pteridium aquilinum, de
gran distribucion en la provincia, sobre todo en los distritos encima de los 800

msnm. (Gonzales, 2003).

Por otra parte, se esta realizando una investigacién sobre la relacion entre
cancer gastrico y el consumo de leche de bovinos con HVEB. En el Hospital
General de Oxapampa hay una alta incidencia de este tipo de cancer en la

poblacion local (Gonzéales, comunicacion personal).

En nuestro pais, los primeros reportes realizados sobre esta enfermedad
son de Gonzales y Carpio (1973) en Pucallpa; Lépez (1983) en el valle de
Oxapampa; y Velarde (1991) en los valles del Huallaga, departamento de San
Martin y el valle de Pichis Palcazu en Pasco. Sin embargo, en la Gltima década
se ha puesto énfasis en la investigacion de esta enfermedad como de sus

diversos aspectos, entre ellos el diagndstico.

Gonzalez (2003) realiz6 una caracterizacibn anatomo-patolégica de las
lesiones encontradas en bovinos con hematuria en la zona de Oxapampa,
departamento de Pasco. De 173 bovinos de diferentes edades, razas y
procedencia, 41 (23.7%) resultaron lesiones compatibles con HVEB. Veinte
muestras procedentes de animales de Oxapampa (48.78%), 9 de
Chontabamba (21.95%), 6 de Huancabamba (14.63%), 3 de animales de
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Palcazu (7.32%), 2 de Pozuzo (4.88%) y una muestra fue de un animal de
Puerto Bermudez (2.44%) (Figura 15).
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Figura 18. Porcentaje de casos registrados de HVEB en la provincia de
Oxapampa

Fuente: Adaptado de Gonzalez (2003).
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Ademas, realiz6 una evaluacién macroscopica de estas lesiones vesicales y
se tomaron muestras para el procesamiento histopatolégico. Se utilizaron la
tincibn hematoxilina-eosina y coloraciones histoquimicas realizando las
técnicas de Hale para mucopolisacaridos y la tincion tricromico de Masson para
tejido conectivo y muscular, con presencia de colageno. Esta caracterizacion
anatomo-patolégica ha permitido determinar los procesos proliferativos tales
como la proliferacion polipoide, quistica e hiperplasicas; procesos circulatorios
como extravasaciones, dilatacion vascular o nidos de neoformaciones
vasculares (llamados por el autor “nidos angioblasticos”); procesos
inflamatorios como cistitis no supurativa o ulceracion de la mucosa; y procesos
neoplasicos, los cuales se pudieron clasificar de acuerdo al tipo celular
afectado, en neoplasias epiteliales, no epiteliales o mesenquimales y
neoplasias mixtas. Los cuadros 6 y 7 describen en detalle las lesiones halladas
en las muestras vesicales analizadas. Este trabajo ha logrado demostrar
cientificamente la presencia de HVEB en el pais y la presencia de los nidos

angioblasticos.

Cuadro 6. Extension y tipo de lesiones vesicales halladas en bovinos de
Oxapampa con HVEB (2003)
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Extension de la Lesion N® de Frecuencia

Casos (%)

Focal 6 1463

Multifocal 35 8537

Total 41 100.00

Tipo de Lesion N° de Frecuencia

Casos (%)
Formaciones nodulares fijadas a la mucosa 34 8293
Formaciones verrucoides 17 4144
Mucosa enrojecida 24 58.54
Extravasacion vascular 27 6585
Pared vesical engrosada 24 5854
Degeneracion de la mucosa 10 2439
Ifacro - nodulaciones pediceladas 2 488
Masas gelatinosas rojo oscuro en el lumen 3 732

Cuadro 7. Tipos de lesiones tumorales vesicales halladas en bovinos de
Oxapampa con HVEB (2003)

Neoplasias Epiteliales N°de Frecuencia Neoplasias No-Epiteliales N°de Frecuencia

casos (%) €as05 (%)

Carcinoma transicional 4 9.76 Hemangioma 10 2439
Carcinoma in situ 11 26.83 Hemangiosarcoma 14 34.15
Carcinoma papilar 3 732 Hemangiopericitosarcoma 1 244
Carcinoma escamoso 1 244 Mixosarcoma 6 1463
Carcinoma tubular 1 244 Rabdomiosarcoma 1 244
Papiloma mucoso 4 9.76 Leiomiosarcoma 1 244
Papiloma racemaoso 1 244 Linfoma 1 244
- - - Metastasis Linfoide 1 244

Total 25 41.70 Total 35 5830
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Lab. Histopatologia

FMV- UNMSM

Fuente: Laboratorio de Histopatologia (FMV-UNMSM)

En ese sentido, se logr6 determinar que la presencia de los procesos
neoplasicos proliferativos y los “nidos angioblasticos” viene a ser una indicacion
de una marcada alteracion de los procesos celulares normales, lo cual es una

caracteristica patognomonica de esta enfermedad (Gonzélez et al., 2004).

Por otro lado, Montes (2007) realiz6 a través de un método de
inmunodiagnostico, la confirmacion del diagnostico de las neoplasias vesicales
en bovinos con HVEB, utlizando el método inmunohistoquimico de la
estreptavidina-biotina marcada con los anticuerpos comerciales pre-diluidos
anti-citoqueratina y anti-vimentina, tomando muestras de tejido del trabajo de
Gonzales (2003). De un total de 28 muestras vesicales de bovinos con
procesos neoplasicos, se determind la presencia de carcinomas in situ,
papilomas mucosos, carcinomas transicionales, hemangiosarcomas vy
hemangiomas. De estas 28 muestras se eligieron 14 que representaran las
diferentes hojas blastodérmicas y diferentes grados de diferenciacion.
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Fuente: Laboratorio de histopatologia (FMV-UNMSM)

Figura 21. Diagndéstico de hemangiosarcomay nidos angioblasticos
utilizando inmunohistoquimica
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Fuente: Laboratorio de histopatologia (FMV-UNMSM)

Lab. Histopatologia
FMV - UNMSM

Figura 22. Diagndstico de hemangiosarcoma utilizando
inmunohistoquimica

Fuente: Laboratorio de histopatologia (FMV-UNMSM)

El anticuerpo anti-citoqueratina se utilizé para el diagnéstico de neoplasias
epiteliales y mixtas, es decir epiteliales-mesenquimales del lado epitelial; y el
anticuerpo anti-vimentina para el diagnostico de neoplasias mixtas, epiteliales-
mesenquimales, del lado mesenquimal. El objetivo del trabajo fue corroborar el
origen blastodérmico de las células neoplasicas y de los nidos angioblasticos
hallados. Esta técnica incluso ha determinado positivamente el origen de las
células neopléasicas poco diferenciadas, o que ayuda a corroborar al 100% el
diagnéstico histopatolégico de las neoplasias analizadas. Este estudio también
determiné el origen mesenquimal de los nidos angioblasticos con el anticuerpo
anti-vimentina, demostrando que estan formados por células endoteliales

malignas en proliferacion para la posterior formacion de un hemangiosarcoma.

Entre los dltimos trabajos realizados, Ramos (2009) utilizé una evaluacion
macroscopica descriptiva de lesiones experimentales en cuyes alimentados

con Pteridium aquilinum. Se criaron 12 cobayos hembras con peso promedio
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de 400 gramos al inicio del estudio, alimentadas diariamente (en una
proporcion del 10% del peso de los cobayos) con concentrado conteniendo el
33.3% de Pteridium aquilinum y el 66.6% compuesto por la dieta balanceada
para cobayos. La cantidad de concentrado administrada diariamente estuvo en
una proporcion del 10% del peso de los cobayos, durante los 135 dias que durd
el estudio. Los animales fueron sacrificados dos al azar a los 30, 60, 90, 120
dias y finalmente por escasez de alimento cuatro animales fueron sacrificados
a los 135 dias de iniciado el estudio. Se remitieron muestras de diferentes
organos para proceder a la elaboracidon de laminas histopatologicas, y

finalmente su respectiva descripcion anatomopatolégica.

Luego de la evaluacibn macroscopica, se prepararon laminas
histopatolégicas utilizando una técnica convencional y la tincion eosina-
hematoxilina. La lectura de estas laminas fue con un microscopio 6ptico de luz
con objetivos convencionales. Las lesiones desarrolladas por los cobayos
fueron neoplasicas, inflamatorias, degenerativas y/o proliferativas. Los
principales érganos involucrados en el desarrollo de neoplasias son vejiga,
pulmén, intestino, bazo y linfonédulos; siendo el carcinoma de células
transicionales y sus variedades, las neoplasias epiteliales mas frecuentes
halladas en la vejiga, neoplasias no epiteliales tales como leiomiosarcoma y
mixoma en vejiga, acompafados de procesos inflamatorios como cistitis no
supurativa crénica, y procesos vasculares como telangiectasia y edema
suburotelial. En pulmén, intestino, bazo y linfonédulos, la neoplasia més
frecuente fue el linfoma maligno, algunas veces acompafados de
bronconeumonias, enteritis y esplenitis. En los procesos proliferativos se
observé hiperplasia racemosa epitelial intestinal e hiperplasia folicular linfoide
en intestino, bazo y/o linfonédulos (Figuras 23 a 26). Con esta técnica de
descripcion microscopica se han podido determinar procesos inflamatorios,
procesos degenerativos, procesos de adaptacion tisular y procesos de
formacion neoplasica. Este trabajo demostr6 que el cuy es un buen modelo

animal para el estudio de los bovinos con HVEB.

63



Figura 23. Vejiga
con edema en suburotelio y presencia de petequias en la superficie del
urotelio a los 60 dias de iniciado el estudio en cobayos.

Fuente: Ramos (2009)

Figura 24. Vejiga con carcinoma de células transicionales infiltrativo y
papilar del urotelio a los 60 dias de iniciado el estudio en cobayos
(Tincién hematoxilina y eosina).

Fuente: Ramos (2009)
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Figura 25. Linfoma pulmonar con maultiples formaciones foliculares
compactas de linfocitos atipicos y moderada bronconeumonia
mucocatarral hemorragica linfoplasmocitica difusa crdonica en cobayos
(Aumento 40x).

Fuente: Ramos (2009)

Figura 26. Linfoma maligno linfonodular mesentérico en cobayo.
(Tincién hematoxilina y eosina).

Fuente: Ramos (2009)
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Paralelamente, Verde (2009) y Herencia (2009) realizaron un diagndstico
clinico de bovinos de Oxapampa con HVEB utilizando el urianalisis y una
comparacion con tiras reactivas. En el trabajo de Verde (2009) primero se
colectaron 221 muestras de la fraccion media de orina expulsada mediante
masaje manual perivulvar o perineal, previa limpieza de la zona para evitar la
contaminacion de la muestra. La primera evaluacion de la orina de hizo
utilizando tiras reactivas para uso humano (SD UroColor™ 11) para determinar
sangre, urobilinégeno, proteinas, nitritos, cetonas, acido ascoérbico, bilirrubina,
glucosa, pH, gravedad especifica y leucocitos. También se hizo una
descripcion detallada de las caracteristicas fisico-quimicas de la orina: color,
grado de turbidez, peso especifico utilizando un refractometro y la evaluacién
del sedimento urinario. Se hizo la comparacion con los valores normales
reportados en la literatura. De las 221 muestras de orina se hallaron 55
muestras (26.1%) positivas a hematuria mediante la evaluacion del sedimento
urinario y solamente se hallaron 28 muestras positivas (13.3%) mediante el uso
de las tiras reactivas. Las tiras reactivas no pueden dar datos relevantes en la
deteccion de eritrocitos, en cambio, en la evaluacion del sedimento si se puede

observar directamente la proporcion de eritrocitos.

Figura 27. Tiras reactivas para uroanalisis en humanos

Fuente: Internet
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Figura 28. Muestra de orina de bovino con HVEB

Fuente: Internet

Asimismo, se realizaron otras determinaciones bioquimicas paralelas con
métodos convencionales. Para la determinacién de proteinas se utilizé el acido
sulfosalicilico al 3%. La glucosa se determind con el reactivo de Benedict
observando la reaccion de color. Para la bilirrubina se utilizé acido nitrico para
la aparicion de un anillo de color verde/violeta. También se utilizé lugol para la
detectar la formacion de un anillo verde esmeralda. Asimismo, se realizé la
evaluacion microscopica del sedimento luego de la centrifugacion de las
muestras a 1500 rpm durante 5 minutos, con especial énfasis en el conteo de

eritrocitos.
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Cuadro 8. Numero de eritrocitos observados por campo y relacion con el
color de orina en el trabajo de Verde (2009).

Color de la orina

Grados de la HVEB . Amarillo Ligeramente . Total
Amarillo B Rojiza
ambar rojiza
Negativo 64 92 0 0 156
Positivo Grado I 11 15 0 0 26
Positivo Grado II 5 7 0 0 12
Positivo Grado III 2 5 1 9 17

Total 82 119 1 9 211

La evaluacion microscopica del sedimento se hizo luego de la centrifugaciéon
de las muestras. Se realiz6 el conteo directo de eritrocitos por campo
microscopico (promedio de 3-5 campos), considerandose como muestra
positiva la presencia de cinco a mas eritrocitos por campo. Esta observacion
permite confirmar los cuadros de hematuria en forma precisa desde sus inicios.
Los resultados de la EMS fueron expresados de acuerdo al numero de
eritrocitos observados por campo: HVEB Grado | = 5-100 eritrocitos/campo,
HVEB Grado Il = 101-1000 eritrocitos/campo, HVEB Grado Il = 1001- campo
cubierto. Al final, en este trabajo se concluye que el urianalisis es una
herramienta efectiva para el diagndstico de la HVEB, siempre y cuando incluya
la evaluacion microscopica del sedimento, y descarta el uso de las tiras
reactivas por el bajo nivel de concordancia encontrado entre ambos métodos
(Verde, 2009).

En el estudio de Herencia (2009) se evaluaron 210 muestras de orina de
bovinos de la provincia de Chontabamba, Oxapampa. Para ello se utilizé la tira

reactiva de uso humano Combur Testt® ®M, de Roche (USA) y la prueba de
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evaluacion microscépica de sedimento urinario como la prueba confirmatoria
cuantificando igualmente la presencia de eritrocitos. Como en el caso anterior,
se hallaron 32 muestras positivas a HVEB (15.2%) con la evaluacion del
sedimento urinario y 16 muestras positivas (7.6%) con las tiras reactivas. Por lo
tanto, se descartd el uso de las tiras reactivas y se recomendo el uso de la
evaluacion microscépica del sedimento urinario debido a la mayor sensibilidad
de la prueba ya que la prevalencia hallada con la evaluacion microscépica del

sedimento urinario fue 15.2%.

Figura 29. Visualizacion de eritrocitos en la evaluacién microscépica del
sedimento urinario
Fuente: Internet

69



Cuadro 9. Comparacion de resultados entre el uso de la Tira Reactiva y la
Evaluacion Microscépica del Sedimento Urinario en bovinos con HVEB
(Herencia, 2009).

segin edad
Edad Muestras Positivos a TRU Positivos a EMSU
(afios) (n) o ” 0 o
13a?2 20 3 1508 3 2500
=234 66 3 1212 17 25 8:
=4 124 3 4.08 10 g.1r
Total 210 16 76! 32 15322

= TLetras diferentes indican que las proporciones delos estratos de cada columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)
"= Mimeros diferentes indican gue las proporciones totales para cada prueba diagnostica son estadisticamente diferentes

(p=D.01)

Finalmente, Peredo (2010) ha realizado un andlisis cito-oncoldgico en el
sedimento de 210 muestras de orina tomada por masaje perivulvar de bovinos
hembras de Oxapampa. Para tal fin se utilizaron 5 ml de muestra de orina, las
cuales fueron sometidas a centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos,
descartando el sobrenadante. Luego se resuspendié el sedimento y una gota
fue colocada en una lamina portaobjetos realizando un frotis por extension. Se
utilizé la tincién Wright y las laminas se observaron con microscopio Optico de
luz utilizando objetivos convencionales. Esta prueba no invasiva, cualitativa, de
cito-oncologia fue efectiva pues se hallaron células cancerigenas en la muestra
urinaria de 64 casos (30.47%) ademas no es compleja, costosa ni invasiva para

ejecutar.
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Figura 30. Coleccién de muestra de orina tras la estimulacién de la zona
perineal. 2008.

Fuente: Peredo (2010)
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Figura 31. Aplicacién de capa de colorante Wright sobre la muestra fija en
el portaobjetos.

Fuente: Peredo (2010)
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Figura 32. Sedimento urinario de vacuno hembra donde las flechas rojas
sefialan células exfoliadas uroteliales normales y las flechas verdes
sefialan grupos de eritrocitos (Tincion Wright 4X).

Fuente: Peredo (2010)
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Figura 33. Sedimento urinario de vacuno hembra donde se aprecian
grupos de células epiteliales exfoliadas uroteliales de apariencia normal

(Tincion Wright 40X).

Fuente: Peredo (2010)
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Figura 34. Sedimento urinario donde la flecha roja sefiala una célula
epitelial atipica de citoplasma levemente basoéfilo y de gran tamafio
nuclear, exfoliada del urotelio de una vaca con HVEB (Tincion Wright

40X). Cambiar por figura 25.

Fuente: Peredo (2010)
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[Il. CONCLUSIONES

La Hematuria Vesical Enzodtica Bovina es una enfermedad que aun
estd pobremente comprendida en nuestro pais debido a la escasez de

estudios de indole cientifico.

A pesar de la escasez de reportes oficiales, la provincia de Oxapampa
es la mas afectada en nuestro pais, con una prevalencia reportada en el
2009 de 26.1%, sin embargo esta enfermedad podria estar presente en

otras areas.

En nuestro pais la prueba diagndstica mas utilizada es la histopatologia
sin embargo s6lo puede hacerse post-mortem o mediante técnicas

invasivas como la biopsia de muy dificil abordaje.

Recientemente se han desarrollado en nuestro pais el urianalisis y la
cito-oncologia especificas para HVEB. La inmunohistoquimica también

se esta desarrollando pero puede no estar al alcance de todos.

El urianalisis y la cito-oncologia pueden hacerse en campo debido a su
facil ejecucion y poco costo y son pruebas no invasivas que pueden
realizarse tempranamente para detectar animales afectados que no

muestras signos clinicos obvios.
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IV. RECOMENDACIONES

1. Deben realizarse estudios para detectar la excrecion de ptaquilésido en
la leche, asi como sobre residuos del mismo en la carne de los bovinos
afectados para implementar medidas de prevencion desde el punto de

vista de salud publica.

2. Se deben alentar los estudios para comprender mejor esta enfermedad

debido a que tiene mucha importancia econémica en nuestro pais.

3. Son necesarios mas estudios sobre las técnicas de diagnostico de facil
ejecucion para la HVEB como la ecografia, el uriandlisis y la cito-
oncologia. Actualmente no hay ningun estudio en el pais sobre el uso de

la ecografia para el diagnéstico de HVEB.
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