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REVISION BIBLIOGRAFICA

A. Hematuria enzootica bovina

La Hematuria Enzoodtica Bovina (HEB) es un sindrome caracterizado por
hematuria persistente, anemia y hemorragias en el que se desarrollan le-
siones hemangiomatosas y tumores de la vejiga de la orina (2007; Radostits y Done
2007; Van Metre 2009) | 5 enfermedad se atribuye a la ingestién crénica de hele-
chos (Pteridium spp.). Estos constituyen una especie vegetal con una am-
plia distribucion en todo el mundo, preferentemente en suelos acidos y con
buen drenaje, localizada comiunmente de forma natural en pastos de mon-
tafia, asi como en suelos pobres deforestados o tras la desaparicién de pra-
deras naturales por sequia o sobreexplotacién. El consumo de los helechos
por parte de los animales se produce de forma natural, pero aumenta con-
siderablemente de forma estacional por escasez de pastos. La HEB es una
enfermedad conocida desde hace mucho tiempo y en algunas zonas del
mundo es una enfermedad relevante bien porque causa pérdidas economi-

cas cuantiosas o bien porque afecta directamente a la salud humana #°onse-

Amelot et al. 1996; Shahin et al. 1999; Alonso-Amelot y Avendafio 2001)

Concepto y etiopatogenia

La enfermedad se origina por la ingestion crdnica de helechos (Pteridium
spp.) durante al menos un periodo de dos o tres afios (Campo et al. 1994; Sanchez-
Villalobos et al. 2008) ' F| ganado vacuno en pastoreo se encuentra en contacto, de

forma natural, con esta planta, pero sélo aumenta su ingestién en condicio-
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nes desfavorables, como durante los periodos de sequia (especialmente en
verano), cuando se produce sobre explotacion de los pastos, o en caso de
deterioro del bosque (Giurgiu etal. 2008)

Se considera que el principal téxico responsable de esta patologia es el pta-
quildésido (PT), que induce la formacién de los tumores vesicales al ser eli-
minado en orina (Hirono et al. 1987; Jones y Hunt 1997; Shahin et al. 1998)_ Ademés, se ha de-
mostrado que existe una relacién entre la HEB vy la infeccion latente por pa-
pilomavirus bovino tipos 2 y 4, que desempefia un papel importante en el
desarrollo de tumores en la vejiga (€@mpe etal- 1992) ' pa| mismo modo se ha ob-
servado que una dieta rica en helechos origina una inmunosupresién en los
animales, la cual exacerba los papilomas latentes (Campo y Jarrett 1986)

La HEB es, por tanto, una enfermedad neopldsica de origen nutricional de-
bida a un manejo que permite el consumo de helechos, usualmente por una
alimentacién incorrecta de las explotaciones en régimen extensivo o semi-

extensivo, pues se permite pastar a los animales en areas donde crecen los

helechos.

Distribucion y prevalencia de la HEB

La HEB es una enfermedad de amplia distribucién mundial de caracter

o (Giurgiu et al. 2008)

endémic , incluyendo paises como Estados Unidos de América

(Smith et al. 1988; Villalobos-Salazar et al. 1989; Seifi et al. 1995), zonas de América central y
América del sur, Asia central, sur de la India, China, Japdn, Filipinas, Aus-
tralia y Nueva Zelanda °nesy Hunt1997) ' pa| mismo modo en Europa se ha des-
crito HEB en regiones donde abundan los helechos en zonas de pasto debido

a una elevada humedad y a las caracteristicas de sus suelos, como en Gran

Bretafia (Escocia y Gales), Francia, Portugal (Azores), Rumania, Federacion

4
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Yugoslava (Goto et al. 1954; Pamukcu et al. 1976; Jarrett et al. 1978; Villalobos-Salazar et al. 1989; Pinto et al.

2001) "1 a prevalencia de la enfermedad es muy variable en virtud de la mayor

o menor presencia del helecho en el area estudiada, asi se observan preva-
lencias del 90% en Bulgaria (Pamukeu et al. 1976) ©5(0.309% en Escocia amett et al
1978; Taylor 1985) " gog en Irgn (Seifi et 2l 199%) mientras que en paises donde no es
frecuente la incidencia de helechos como en Kenia o Estados Unidos las fre-
cuencias son inferiores al 0,1 y 0,01% respectivamente (©'son etal. 1965)

Por otra parte la incidencia de neoplasias vesicales en el ganado bovino,
principal manifestacion patoldgica de la HEB, se conoce a través de diversos
estudios llevados a cabo sobre el total de tumores hallados en matadero
durante un determinado periodo. Para la localizacién de lesiones tumorales
en vejiga se requiere un seccionado rutinario de la misma, practica poco
habitual en mataderos. La incidencia varia entre el 0,01% de los tumores
totales de Estados Unidos (Mugeray Nerito 1968) \, a| 704 en Canada (Hamir v Parry
1980) donde el seccionado de vejiga no era habitual, al 6,2% encontrado en
Australia al realizar un estudio en el que se inspeccionaron, previa seccion,
las vejigas de 2832 bovinos en dos mataderos durante un afio (McKenzie 1978)
La incidencia de estos tumores aumentd de manera considerable cuando los
estudios se realizaron en mataderos donde se sacrificaban animales proce-
dentes de zonas con elevada tasa de HEB clinica; asi se observd una inci-
dencia del 20% en las islas Azores de Portugal (Finto et 199) "a| 309, en Es-
cocia, 80% en Formosa (Gt etal- 1954) 5 o] 90% en Bulgaria (Pamukeuetal. 1976)

En principio no existe una predisposicidn segun el género del animal, aun-

gue si que aparece mas frecuentemente en hembras durante la gestacién y

después del parto, cuando las manifestaciones clinicas son mas severas

(Giurgiu et al. 2008)
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Distribucion y prevalencia de la HEB en Espaiia

Hasta el momento actual, no se conoce que se hayan realizado estudio so-
bre la incidencia de la HEB o de los tumores vesicales descritos en la misma
en Espafia. No obstante, la presencia del helecho comun es frecuente en el
norte de la peninsula y en zonas de monte del resto del pais (castrovieie et al.
1986) En un estudio realizado sobre 126 vejigas urinarias de vacas proceden-
tes de un matadero del norte de Espafa se observaron cambios macrosco-
picos en un 36,5%, de los cuales el 34,1% presentaban cistitis cronica y el
2,4% tumores!Sardon etal. 2005)

Este hecho hace pensar que el ganado bovino en explotacién extensiva o
semiextensiva tiene facil acceso al consumo de helechos durante ciertos
periodos del afio, que se pueden producir en anos consecutivos. Asi, se co-
noce la existencia de la enfermedad en nuestro pais gracias al intercambio
de datos y participaciones en congresos y coloquios de especializacion bovi-
na que tienen lugar en la geografia espafiola, asi como por la experiencia
personal del equipo investigador.

El ganado vacuno ingiere los helechos en épocas calurosas principalmente,
al final del verano o comienzos del otofio, cuando los pastos carecen de
hierba. En otras épocas del afio suelen evitar su consumo. Uno de los facto-
res que contribuyen al aumento en la ingestion de helechos es el cambio en
la alimentacion del ganado vacuno que se ha ido produciendo a lo largo de
los ultimos afios. En el momento actual Unicamente se suplementa a los
animales en pastoreo con piensos compuestos prescindiendo de un aporte
extra de forrajes, con lo cual los animales suplen sus necesidades de fibra,
en épocas de escasez, con un aumento del consumo de helechos. Se ha ob-

servado que este hecho ha ido en aumento en los ultimos 10 afios.
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El niUmero de animales en régimen extensivo ha aumentado en Espafia du-
rante las Ultimas épocas ya que se ha dado prioridad a este tipo de cria, lo
que ha provocado el aumento de animales que desarrollan HEB en nuestro
pais. Muchos de ellos pastan libremente en zonas en las que se dan con fa-
cilidad los helechos, que pasan a ser un alimento complementario cuando el
pasto escasea. Del mismo modo, la deforestacidon provocada entre otras
causas por los incendios y la sequia, son factores que favorecen el creci-
miento de helechos frente a especies pratenses mas adecuadas para el ga-
nado. Dadas las condiciones climaticas y las relaciones con el medio am-
biente en los Ultimos afios en nuestro pais, podemos suponer que las zonas
con helechos estan aumentando o van a hacerlo considerablemente, como
ocurre en el resto del mundo y que, por tanto, la HEB puede verse conver-
tirse en un proceso relevante y bastante frecuente.

En areas donde existe un sistema de explotacidon extensivo tradicional, co-
mo es el caso de la zona de Plasencia, |la HEB obedece a un sistema de ex-
plotacién extensivo tradicional en el que también se utilizan los pastos de
montafa como pastos de verano. En las zonas hiumedas de Espafia, como
en otros paises europeos, el problema podria deberse, sencillamente, a la

abundancia de helechos (Castroviejo etal. 1986)
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B. Patologias asociadas al consumo de helechos

Toxicidad por ingestion de helecho

El helecho (Pteridium aquilinum), que se encuentra entre las cinco plantas
mas comunes en el ambito mundial, presenta una serie de compuestos
toxicos que han sido estudiados en multiples investigaciones. Entre los toxi-
cos que contiene el helecho los hay con capacidad inflamatoria, asi como
con capacidad mutagénica y carcinogénica.

Se han descrito sustancias con capacidad inflamatoria, como los glucésidos,

braxina Al y braxina A2, que fueron aislados del rizoma del helecho &2 Y

Mochizuki 1986) Estos dan lugar a un proceso inflamatorio en ratas y a la libera-

cion de histamina por parte de los mastocitos dosis-dependiente. Ademas,

administrados en cobayas, son capaces de reproducir los efectos de una

intoxicacién aguda por helechos (Saito etal. 1987),

Pero también existen otras sustancias con mayor o menor actividad mu-

tagénica y carcindgena. Algunos de estos compuestos han sido identificados

a (Nakabayashi 1955)

como astragalina, isoquercetin , acido cafeico (Semegyi 1971) y,

(Fukuoka 1982)

acido 5-0O- cafeilshiquimico . Entre los toxicos con capacidad mu-

tagénica con alta presencia en el helecho se encuentra la quercetina (Nakevasu

etal. 1986) ge trata de un flavonoide mutagénico que se une al ADN causando

S (Fazal et al. 1990) S (Suzuki et al. 1991)

la rotura de las cadenas simple , reagrupamiento
y dafio cromosdémico (shdate 1988) a5i como un bloqueo de las células en la
fase G1 del ciclo celular (comolly etal. 1998) "y/arigs estudios han demostrado que
una Unica dosis de quercetina puede provocar un crecimiento descontrolado

e inducir la transformacion oncogénica (Pennie y Campo 1992; Cairney y Campo 1995) = pg.
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mukcu et al. 98 destacaron que la concentraciones del 0,1% de querceti-
na en la dieta provocaba tumores intestinales (80%) y tumores vesicales

(20%) en ratas, datos que no pudieron ser confirmados en sucesivos estu-

dios (Saito etal. 1980; Hirono et al. 1981) ' pq5r |5 cual se duda de su actividad como car-
cindgeno (Hirono 1992; Shahin et al. 1999) " Otrag sustancias mutagénicas pero no car-

cinogénicas, aisladas en los helechos fueron el quenferol (Wang etal. 1973) g |og

taninos. En el caso de los ultimos, se demostré su capacidad de ocasionar
tumores de vejiga mediante la inoculacién sanguinea en ratones (a9 et a.

1976) aunque carecian de ella cuando se administraban en la dieta (Pamukeu etal.

1980)  Evans y Osman (°7% estudiaron la posible actividad carcinégena del

acido shiquimico en ratones, aunque sus resultados no pudieron ser confir-
mados en otras investigaciones (Mirone etal. 1977),

Entre los téxicos con capacidad carcindgena destaca el ptaquilosido (PT),

por su potente accién tanto mutagénica como carcinégena (Nwa etal- 1983; Ojika et

al- 1987) cuya actividad ha sido confirmada en diversos estudios experimenta-

les (Hirono et al. 1984; Hirono et al. 1987) ' Eqta toxina estd presente en todas las partes
de la planta, aunque se concentra en los rizomas, y es téxica tanto en la
planta fresca como en la planta seca (Br2d'ey 2000) gy proporcidn en el helecho
puede llegar hasta el 1,3% en la materia seca y alcanza sus maxima con-

centracion durante la primavera y el verano (SMith y Seawright 1995)

OH

o OH

HO

OH

Ilustracion 1. Estructura quimica del ptaquilosido.
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El PT presenta un caracter hidrosoluble, en condiciones acuosas se trans-
forma gradualmente en pterosina B, su forma inactiva. Sin embargo, bajo
condiciones alcalinas, el PT se activa mediante la conversion en una dienona
intermedia (PT activado, PTA) que es fuertemente alquilante. Esto ayudaria
a explicar la localizacion de las neoplasias en el tracto digestivo superior y la
vejiga urinaria en bdvidos y en el ileon de roedores (SMithy Seawright 1995) " | pTA
presenta un anillo ciclopropilo que se abre para formar un carbo-cation al-
tamente reactivo, que reacciona con elementos nucleédfilos del medio. Asi se
puede unir a la molécula de agua, con lo que volvera de nuevo a su forma
inactiva (pterosina B) o bien puede unirse a los nucleétidos del ADN con los
que forma productos de alquilacidn en secuencias de bases especificas. Las
secuencias creadas son parecidas a las que reaccionan con otros carcindge-

g (Hurley etal. 1988) | 5 alquilacién del ADN indu-

nos que contienen ciclopropano
ce la aparicién de mutaciones puntuales Smthetal- 199%) "cqn |0 que podria ser
el primer paso en la iniciacion de la carcinogénesis. El PT también reacciona
con el ADN de manera covalente en condiciones neutras, y crea puentes con

sus bases nitrogenadas, en especial con el N3 de las adeninas (Kushida etal. 1994;

Smith et al. 1994) En condiciones fisioldgicas se dan roturas espontaneas de las
uniones N-glicosidicas, credandose sitios muy inestables que conducen a la
rotura de la estructura del ADN a través de la reaccion de beta-eliminacion
(Kushida et al. 1994) ' En condiciones normales las modificaciones de caracter indi-
vidual producidas por el PTA en el ADN pueden repararse en un corto perio-
do de tiempo. No obstante, en algunas de estas lesiones se pueden producir
reparaciones erroneas que pueden dar lugar a mutaciones de ciertos genes

iniciando la formacion de tumores, lo que explicaria la carcinogénesis indu-

cida por los helechos a nivel celular y molecular (Shahin etal. 1999 " Antes de que

10
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aparezca cualquier signo histopatoldgico de neoplasia, las mutaciones son
detectadas en H-ras, un oncogén que se asocia a varios tipos de cancer. La
presencia de los cambios en el ADN también ha sido demostrada en las le-
siones de vejiga urinaria de los animales expuestos al consumo de helechos
(Sardon et al. 2005) " En este caso también se ha comprobado un aumento de las

mutaciones en el gen H-ras en cistitis crénicas y tumores en vacas con ac-

ceso a pastos ricos en helechos de forma natural (ilustracién 2).

Ilustracion 2. Planta de helecho (Pteridium aquilinum).

Modificaciones de la actividad carcinogénica del helecho

Existen diversos factores que pueden variar la actividad carcinogénica del
helecho. Esta actividad puede verse afectada tanto por las condiciones ge-
ograficas y ambientales como por la variedad de la planta. Aunque P. aqui-
linum L var esculentum no ha sido tan estudiada como la variedad aquili-

(Surman 1986) En re-

num parece ser bastante menos toxica para los animales
giones de China, donde la hematuria enzodtica es endémica, existen dos
especies de helecho predominantes P. aquilinum var latiuscum y P. revolu-
tum. De acuerdo con los estudios de Xu et al. ***® ambas presentan una

carcinogenicidad similar; sin embargo, los hechos observados en las dife-

rentes provincias chinas donde se distribuye la hematuria enzodtica, sugie-

11



Revision bibliografica

ren que la variedad P. revolutum es el principal responsable del proceso
1992)  Estos datos adquirieron consistencia tras un estudio que determind la
actividad carcinogénica relativa de las distintas variedades de helecho en
ratas Sprague-Dawley y Wistar (€@ 1987) También parece que las diferentes
variedades de P. aquilinum presentan diferentes actividades carcinogénicas
y mutagénicas (Fenwick 1988)

Las opiniones sobre el efecto de la madurez de la planta varian segun los
investigadores. Segun Hirono, la actividad disminuye con la madurez (firono et
al- 1975 sin embargo Smith et al. (1%®) opinan que la edad de la planta es
irrelevante. Por otro lado la actividad carcinogénica del helecho también
puede variar en funcidén de la parte de la planta examinada. Hirono observéd
un aumento de la incidencia de tumores en ratas cuando se alimentaban
con dietas ricas en frondes jovenes en comparacién con aquellas dietas

g (Hirono etal- 1973) " acho confirmado por un

compuestas Unicamente de rizoma
estudio en el que se demostré que las mayores concentraciones de PT se
encontraban en los frondes jévenes (SMith etal. 1994)

El procesado del helecho, especialmente cuando se somete a altas tempera-
turas, produce una considerable reduccién de la toxicidad, si bien no elimina
completamente sus efectos cancerigenos (Hione etal- 1972) " Eqtg es atribuible a
la inestabilidad térmica de los principios activos. Asi mismo, su almacena-

miento también reduce la actividad de las toxinas (Kawaietal. 1981)

posiblemente
como consecuencia de la accidon de las B-glucosidasas que transforman los
glucédsidos precursores en carcindgenos inestables.

Otro de los factores que influyen en el efecto carcinégeno de los principios

activos que se encuentran en el helecho es la duracién de la exposicion a

los mismos, asi cuando los animales se alimentan con helechos durante lar-
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gas temporadas se favorece la aparicion de lesiones en la vejiga urinaria y
en el intestino (Price v Pamukeu 1968) [a esta forma, el consumo prolongado de
helechos, en pequefias cantidades, favorece el desarrollo de tumores vesi-
cales en bdvinos, mientras que la ingestion de grandes cantidades en perio-
dos cortos de tiempo provoca un cuadro hemorragico agudo fatal debido a
que se origina una aplasia severa de la médula §sea (Evansy Mason 1965; Evans 1968)
La especie animal también es un factor determinante en la susceptibilidad a
la actividad carcinogénica del helecho. Asi, mientras que el ganado vacuno
parece ser el mas sensible a estos efectos, el ganado ovino se ve minima-
mente afectado por la actividad cancerigena. En cuanto a los équidos, estos
son resistentes a la accién de los agentes cancerigenos del helecho, aunque
sensibles a otros tdxicos de la planta (Fenwick 1988)

Por ultimo, uno de los factores mas determinantes en la actividad carciné-

gena del helecho es la composicién de la dieta del animal (Pamukeu etal. 1970; Ertrk

etal. 1974) " Asi se ha visto que la suplementacion de dietas ricas en helechos
con tiamina aumenta considerablemente la incidencia del carcinoma de ve-
jiga urinaria en ratas (Pamukeu etal- 1970) |5 gue se ha atribuido a una modifica-
cion de la absorcién, distribucidon, metabolismo y excrecién del carcinégeno.
Los nitratos y nitritos afadidos a la dieta también aumentan la frecuencia
de aparicion de tumores vesicales asociados al consumo de helechos (Ertirk et
al- 1974)  por el contrario, el uso prolongado de fenotiacinas asociado a una
dieta rica en helechos provocd una importante reduccién de la frecuencia de
tumores intestinales y vesicales en ratas (Pemukeu etal- 1971)  pe| mismo modo,
aquellas dietas que contienen altos niveles de polivinilpirrolidona y cloruro

de calcio inhiben el desarrollo tumoral hasta un 80% aunque se desconoce

el mecanismo mediante el cual se produce esta inhibicign(Pamukeu etal- 1977) | 4

13
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administracidn de disulfiram e hidroxianisol butirato, en ratas alimentadas
con dietas ricas en helechos, también disminuyen la aparicién de tumores

intestinales probablemente por sus propiedades antioxidantes (Pamukeu et al.

1977) (Hirono et al.

, al igual que ocurre con la administracion bicarbonato sodico

1972)

Intoxicacion en monogastricos por helechos

La tiaminasa, enzima que destruye la tiamina o vitamina B1, es una de las
toxinas presentes en el helecho. Por ello, la intoxicacién que se produce en
los monogastricos, debido al consumo de esta planta, estad relacionada pre-
cisamente con la falta de esta vitamina, que se traduce en una desmielini-
zacion de los nervios periféricos (Bradiey 2000),

La ingestién de helechos por los caballos sélo se produce en épocas de es-
casez de alimentos, o de forma accidental mezclado con el heno que ingie-
ren, o bien con la cama. El primer signo clinico que aparece, en casos agu-
dos, es la pérdida de peso. Tras éste, aparece una posicion rigida, con las
extremidades separadas y la espalda arqueada, asi como debilidad extrema
y temblores musculares cuando son forzados a caminar. En las fases ulti-
mas del proceso se produce aumento del ritmo cardiaco e hiperemia, el
animal permanece en decubito y termina produciéndose su muerte a los 2-
10 dias de la aparicidén de los primeros signos clinicos (Fenwick 1988; Bradiey 2000)
Al mismo tiempo, los estudios experimentales llevados a cabo en porcino en

los que se administraban dietas ricas en helechos, mostraron un rapido de-

terioro de los animales que presentaban severas lesiones cardiacas (Fvas eta.

1972)

14
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Intoxicacion aguda en rumiantes

Al contrario de lo que ocurre en monogastricos, en los rumiantes, la tiami-
nasa no es la responsable de los efectos adversos tras la ingestion de hele-
chos, debido a que estos animales no dependen del aporte externo exclusi-

vo de la tiamina ya que esta se sintetiza por las bacterias intestinales (Prksen

et al. 2005 ).

Por lo tanto, la accidon negativa de los helechos en rumiantes se relaciona
con otras toxinas/carcindgenos, especialmente el PT. En estos animales la
intoxicacion aguda aparece tras la ingestién de grandes cantidades de hele-
chos durante un periodo de 1 a 3 meses. La primera descripcién conocida
en ganado vacuno como un sindrome hemorragico agudo se asocido a un
periodo de sequia en el que la disponibilidad de alimentos adecuados estaba
restringida (Penberthy 1893; Storrar 1893).

Posteriormente, Almond (**®®) demostré que este sindrome estaba producido
por la ingestién masiva de helechos. Los signos clinicos mas frecuentes fue-
ron anorexia y fiebre y los analisis clinicos mostraron anemia, leucopenia
(1000/ul) y trombocitopenia (menos de 40000/ul) debido a una reduccion
de la granulopoyesis y trombopoyesis, producida por la accién del PT sobre
la médula 6sea. No obstante, la serie eritrocitica de la médula ésea sélo se
ve afectada en estadios terminales de la enfermedad (Mirone et al- 1984; Surman 1986;
Xu 1992; Divers y Van Metre 2002; Van Metre 2009) ' Tampjén se observd una retraccion de
los codgulos sanguineos, aunque los tiempos de coagulaciéon y protrombina
se mantuvieron dentro de la normalidad (Evans 1958; Jarrett et al. 1978; Van Metre 2009)
Por ultimo, un estudio realizado recientemente en las Islas Azores (Portu-
gal) en vacas de entre 4 y 21 meses de edad, que habian ingerido helechos
de forma aguda, mostré que la sintomatologia principal fue el sangrado
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cutdneo en orejas y hocico por aumento de la fragilidad capilar, asi como

g (Pinto et al. 2007) " F| astudio histopatoldgico reveld

una marcada panleucopeni
lesiones congestivas y hemorragicas en las serosas, petequias en abomaso,
Ulceras y necrosis intestinales y petequias en la mucosa de la vejiga urinaria
(Pinto et al. 2007) - Asi como aplasia de la médula 6sea caracterizada por una dis-
minucién en las series granulocitica y trombocitica (Hirono et al. 1984; Xu 1992)

En estos animales la muerte suele producirse por las septicemias que se
desarrollan por la atrofia severa de la médula dsea amettetal- 1978) | a5 hemo-
rragias y Ulceras producidas en la mucosa y submucosa del tracto digestivo,
debidas principalmente a la trombocitopenia, favorecen la entrada de bacte-
rias y la neutropenia favorece su diseminacion. Esto provoca infartos hepa-
ticos, renales, cardiacos o pulmonares por la formaciéon de trombos bacte-

g(Radostits y Done 2007) " pba forma excepcional, se

rianos en los vasos sanguineo
puede producir edema laringeo asociado a la alteracién de mastocitos tisu-

lares y la liberacién de histamina(Radestits y Done 2007)

Intoxicacion cronica en rumiantes

El ganado vacuno expuesto al consumo prolongado de helechos desarrolla
una intoxicacién crénica. Esta se manifiesta principalmente en animales en-
tre los 4 y los 12 anos. Diversos estudios han mostrado que la intoxicacién
crénica por helechos presenta dos manifestaciones clinicas diferentes (G2
etal. 2009) 'yna de estas formas clinicas se caracteriza por el desarrollo de car-
cinomas de células escamosas en el tracto digestivo superior, lo que se tra-
duce en una pérdida progresiva de peso, atonia ruminal, tos, disfagia y re-
gurgitacién, y, en algunos casos, anemia no regenerativa. Morfolégicamente

se pueden observar hasta 22 tipos de cambios, tanto neoplasicos como no
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neoplasicos, que incluyen cambios generales e inflamatorios de la lamina
propia, hiperplasias y neoplasias(Maxiey Jubb 2007),

La otra forma clinica es la conocida como hematuria enzoodtica bovina
(HEB), que se caracteriza por pérdida progresiva de peso, hematuria y neo-
plasias en vejiga. En este caso, y debido a la presencia de los tumores vesi-
cales y al engrosamiento de la pared, se origina disuria, poliaquiuria, e in-
cluso a veces obstruccidon uretral por la existencia de codgulos en la luz
(Gabriel et al. 2009) " F| an3lisis citogenético de células de sangre periférica de va-
cas que pastaban helechos de forma natural reveld la presencia de aberra-

g (Moura et al. 1988) Mqorfoldgicamente se caracteriza por la

ciones cromosémica
presencia tanto de lesiones neopldsicas como de no neopldsicas, causando
cambios epiteliales e inflamatorios en la ldmina propia y tumores mesen-
quimatosos y epiteliales, la mayoria de ellos de caracter maligno (Getriel et al.
2009).

La HEB, ha sido estudiada en su presentacion natural, en varias zonas del
mundo en los ultimos afios. Los lugares de estudio, como Bolivia, Brasil,

Venezuela, Rumania, Italia y Portugal (Islas Azores), se han seleccionado

por la alta incidencia de HEB y la abundancia de helechos en los pastos

(Marrero et al. 2001; Sanchez-V et al. 2004; Falbo et al. 2005 ; Pinto et al. 2007; Giurgiu et al. 2008; Gabriel et al.

2009; DiLoria et al. 2011) 1| 55 animales estudiados presentaban HEB clinica con ma-

cro-microhematuria y diversas alteraciones hematicas y neoplasias en veji-
ga urinaria. Sin embargo, en ninguno de los estudios publicados se analiza
el total de la poblacidn expuesta al consumo de helechos, incluyendo ani-
males sin signos clinicos de HEB, sino que se seleccionan para los estudios
vacas que ya han desarrollado la enfermedad y presentan las alteraciones

ya mencionadas. No existen estudios analiticos sobre poblaciones de vacas
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expuestas al consumo de helechos que todavia no hayan desarrollado la
enfermedad.

En otro estudio en el que se observd hematuria en todos los animales estu-
diados, a nivel hematoldgico se confirmé la presencia de una anemia no re-
generativa (Curgu et al- 2008) pacientemente se ha descrito un aumento de al-
gunos factores hemostaticos como el fibrinogeno y la proteina C en vacas

que padecian HEB asociada a la presencia de tumores en la vejiga (' teriaetal.

2011)

C. Riesgos para la salud humana

La poblacién humana consume helechos de forma directa en algunos paises
como Japdén o Brasil. Tras lo descrito previamente es importante tener en
cuenta que los principios activos que se encuentran en los mismos pueden
ser potencialmente téxicos para el hombre. Es cierto que la toxicidad de
estos productos asi como su potencial carcindgeno, disminuyen tras ser tra-
tados con calor (cocinado) o con productos quimicos, como el bicarbonato

sédico, pero no desaparece completamente (firon etel- 1975)

. De hecho, existen
estudios que asocian el consumo directo de helechos con el aumento de la

prevalencia de cancer de eséfago en zonas centrales de Japdn (kameny Harayama

1975)

Consumo de leche contaminada con PT

Un aspecto relevante en el estudio de la carcinogenicidad del PT viene sien-

do desde hace unos anos la contaminacién de este compuesto en la leche

18



Revision bibliografica

de vacas que consumen helechos (Fvans et al. 1972; Hirono et al. 1987) * A|onso-Amelot
et al. 19°® realizaron una serie de estudios para estimar la relacién entre la
cantidad de PT ingerido por vacas alimentadas por helechos y la cantidad
excretada en leche. Los datos obtenidos en este estudio revelaban la pre-
sencia en leche del PT 38 horas después del inicio de la ingesta de helechos
hasta alrededor de 86 horas después de la ultima ingestién de los mismos.
La media de PT excretada en leche fue de un 8,6% £ 1,2% de total del PT
ingerido durante el periodo completo de alimentacién. Estos autores, con los
datos obtenidos en su estudio, calcularon que una persona que ingiriese
medio litro de leche diariamente de una vaca alimentada con dosis subtoxi-

cas de PT, estaria recibiendo alrededor de 11+1 mg PT al dia (Alonso-Amelot et al.

1996).

La alimentacidén de ratones con leche, tanto fresca como en polvo, de vacas
gue habian ingerido helechos provocaba la apariciéon de carcinomas de in-
testino delgado, higado y vejiga urinaria (Famukeu etal. 1978) pagde un punto de
vista comparativo, estos hallazgos indican la existencia de un riesgo poten-
cial para la salud humana en aquellas zonas del mundo donde la presencia
de helechos en los pastos es elevada, como Turquia, Yugoslavia o Bulgaria,
ya que se podria encontrar dicha molécula o sus metabolitosen la leche pas-

g (Pamukeuetal. 1978) ' piyersos estudios epidemioldgicos llevados a cabo

teurizad
en zonas con pastos ricos en helechos, como Gales, mostraron que un alto
porcentaje de la poblacidn que habia pasado su infancia en la zona habia
desarrollado cancer de estdomago (GalPin etal 1990) 1qalmente, se ha observa-

do una estrecha relacion entre la prevalencia de la HEB y el cancer de es6-

fago y estdmago en las aldeas de las areas montafosas de Costa Rica, don-
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de las vacas se alimentan en pastos con gran abundancia de helechos
(Villalobos-Salazar et al. 1989).

Los datos epidemioldgicos recogidos muestran que el riesgo de ingerir com-
puestos carcindgenos procedentes de los helechos, como el PT, es muy alto
en aquellas areas donde la poblacion humana consume la produccién local
de leche, lo que aumenta considerablemente la incidencia de cancer digesti-

VO en estas r.egioneS(ViIIanbos-SaIazar et al. 1989)

D. Alteraciones macroscopicas e histologicas

El desarrollo de neoplasias vesicales hemangiomatosas se asocia a un

sindrome, la hematuria enzodtica bovina (HEB) caracterizado por hematuria

persistente, poliuria, disuria, anemia, y hemorragias {caalo, 2006 #656;Maxie, 2007

#1287;Radostits, 2007 #1302; Van Metre 2009}. NO obstante, |OS cuadros varl'an segl'Jn eI
periodo en el que la planta es ingerida, debido a la presencia de unos u
otros compuestos toxicos en el helecho. Asi, ademds de la HEB (Rosenbergery

Heeschen 1960) hede observarse otros cuadros como diatesis hemorragica €'

et al. 1954) r (Dobereiner et al. 1967; Jarrett et al.

, 0 carcinomas del tracto digestivo superio

1978; Giurgiu et al. 2008)

Los analisis hematoldgicos revelan una anemia grave que puede ser no re-

(Gabriel et al. 2009) En |OS

generativa si la supresiéon de la médula 6sea es severa
recuentos hematicos se observa trombocitopenia, leucopenia con linfopenia
y neutropenia. En el uriandlisis se encuentra microhematuria, proteinuria y
piuria variable. Puede existir microhematuria sin que se observen tumores

vesicales, pudiendo incluso aparecer sintomatologia suficiente capaz de ori-
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ginar la muerte (Pamukeu etal. 1976; Moura et al. 1988; Prakash 1993) || 4 hematuria constan-
te o intermitente constituye un signo patognomédnico de esta enfermedad.
No obstante, los signos clinicos varian segun la presencia de posibles infec-
ciones secundarias. Asi mismo, la pérdida de sangre puede originar taqui-
cardia, taquipnea, intolerancia al ejercicio, palidez de mucosas y una dismi-

nucion en la produccién acompafiada de debilidad a veces extrema (Gabriel etal.

2009)
El hallazgo mas frecuente en la necropsia es la existencia del tumor vesical
aunque la muerte suele deberse, si el animal no es sacrificado, a septice-

mias como consecuencia de la inmunodeficiencia secundaria producida

(Schacham et al. 1970; Smith et al. 1988)

Histopatologia, inmunohistoquimica y alteraciones moleculares de

los tumores vesicales.

La naturaleza de los tumores vesicales asociados con la ingestion de P.
aquilinum es variable: se han descrito tumores de distinto tipo dentro de la
vejiga del mismo animal como mesenquimatosos (angiomatosos) y epitelia-
les (tumores mixtos), confirmandose la capacidad de producir diferentes
neoplasias en distintos érganos (vejiga urinaria y aparato digestivo supe-
I"iOI’) (Tokarnia et al. 2000).

El estudio macroscopico de la vejiga urinaria de animales afectados por HEB
puede revelar desde pequefias hemorragias en la pared, a ulceraciones y
masas tumorales. Su estudio microscépico muestra cistitis en fases inicia-
les, alteraciones epiteliales con hemorragia, y en cuanto a las lesiones de

caracter neoplasico, son muy diversas seguin su procedencia mesenquima-

tosa Y/O epitelial (Costa-Durao et al. 1995)
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Las lesiones inflamatorias crénicas en la vejiga de la orina asociadas a HEB
son de tipo folicular y polipoide. Ademas, también aparecen otras lesiones
no neoplasicas como hiperplasia y metaplasia glandular en vejiga e intestino

(Carvalho et al. 2006)

Segun algunos autores, las neoplasias epiteliales son mas frecuentes que

g (Carvalho et al. 2006). |55 tumores epiteliales benignos mas

las mesenquimatosa
comunmente observados son papilomas mientras que los tumores epitelia-
les malignos mas frecuentes son los carcinomas de células de transicion y
los adenocarcinomas. Estas neoplasias muestran una acentuada malignidad
histoldgica, con un elevado grado de anaplasia celular (costa-burac etal. 1995) "pp
el caso de las neoplasias mesenquimatosas, son frecuentes los tumores de-
rivados del endotelio vascular, tanto hemangiomas como hemangiosarco-

S (Costa-Durao et al. 1995; Falbo et al. 2005 ; Carvalho et al. 2006; Carvalho et al. 2009) Los tumores

ma
mixtos, formados por componente epitelial y mesenquimatoso a la vez son
relativamente frecuentes (M@xie Y Jubb 2007),

Radostis et al. %7 expusieron que los cambios tumorales en la vejiga de la
orina pueden ir asociados a procesos inflamatorios crénicos en la mucosa y

la submucosa. Por el contrario, Peixoto et al. (2903

, en un estudio llevado a
cabo en 59 bovinos, sugerian que las cistitis podian representar las fases
iniciales del proceso tumoral. Este Ultimo autor sostiene que los procesos
inflamatorios surgen como consecuencia del efecto toxico del helecho y son
previos o simultédneos al desarrollo tumoral, pero no posteriores. No obstan-
te, debido a la coexistencia de varias lesiones en el mismo individuo, les fue
imposible establecer de forma clara cudl era la lesién principal, asi como un

orden cronoldgico de aparicion. En otro estudio se observd evidente prolife-

racion de células hiperplasicas, metaplasicas o neoplasicas, que se caracte-
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rizaban por ser lesiones multicéntricas con varios niveles de diferenciacion
(Peixoto et al. 2003)  Estg también se observd en los tumores de origen mesen-
guimatoso, de modo que parte de los hemangiomas y hemangiosarcomas
parecian estar relacionados u originados a partir de proliferaciones focales o
multifocales de pequefios vasos de aspecto morfolégicamente normal. Las
neoplasias predominantes fueron carcinomas de células de transicidon
(44%), seguidos por papilomas y en menor proporcién, adenomas, carci-
nomas de células escamosas y adenocarcinomas. La mayoria de las vejigas
presentaban dos o mas tipos diferentes de tumores.

También observaron una infiltracion linfocitica difusa que en algunas locali-
zaciones formaba agregados linfoides, estas se acompafiaban de células
plasmaticas y estaban préximas a las zonas de proliferacion celular. Esta
infiltracion era mas frecuente e intensa cuanto mas agresiva era la neopla-
sia, aunque no sélo acompafaba a los tumores, sino que también aparecia
en vejigas sin procesos neoplasicos (Pexet et al- 2003) 'En glgunas neoplasias se
observé también la presencia de eosindfilos, principalmente en los carcino-
mas de células escamosas. En estos tumores la presencia de eosindfilos se
relaciond con la antigenicidad de la queratina presente (MurPhy etal. 1994)

El comportamiento bioldgico de las alteraciones de la vejiga de animales con
HEB es diferente al que tiene lugar en las neoplasias vesicales de humanos.
De hecho, en el bovino con HEB las neoplasias con severa anaplasia, evi-
dente potencial infiltrativo e invasidon vascular, raramente son capaces de
metastatizar a los nddulos linfaticos regionales (Pexot etal- 2003) " miantras que
en los tumores vesicales humanos, la metastasis del carcinoma de transi-

cion normalmente esta asociada con la invasion tumoral de la pared tumoral

y nddulos linfaticos regionales en un 14% de los pacientes (MurPhy et al. 1994)
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Segun algunos autores, la reaccidon inmunoldgica local podria impedir la di-

seminacion de la neoplasia (Peixoto etal. 2003)

Por otro lado, los tumores vesicales también han sido investigados a nivel
molecular. Segun algunos estudios, el gen h-ras sufre numerosas mutacio-

nes tras la administracién de una dieta rica en helechos a ganado bovino

(Prakash et al. 1996) v/ tras la administracion de PT a ratas (Shahin etal- 1998) - Ademg3s

son numerosas las investigaciones que reflejan que la técnica inmunohisto-
guimica de deteccién de la proteina H-ras sobre lesiones precancerosas y

cancerosas de la vejiga de la orina en la especie humana y en las ratas

puede ser un buen método diagnéstico (Fujita et al. 1988; Ward et al. 1988; Porter et al. 1994;

Almudevar et al. 2000)

Se han encontrado mutaciones de este oncogén en el ileon de terneros ali-

S (Prakash et al. 1996)

mentados artificialmente con helecho y previamente, en car-

cinomas asociados a papilomavirus del tracto alimenticio superior en gana-

1990)  Asi también, se han identificado cambios en el

dO vacuno (Campo et al.
ADN de las lesiones de vejiga de ganado vacuno expuesto al helecho
ademas del significativo incremento de la expresion del gen H-ras en las

(Sardon et al. 2005)

cistitis cronicas y tumores . El estudio citogenético de las lesio-

nes de HEB muestra un alto porcentaje de células anormales, con una pro-
nunciada fragilidad en los cromosomas y rotura de cromatidas (Peretti etal. 2007),
Por otro lado, varios estudios han demostrado que en diversos tumores
humanos y animales existe una elevada asociaciéon entre la acumulacién de
proteina p53 en el nucleo, detectada mediante técnicas inmunohistoquimi-
cas, y la deteccién de mutaciones mediante la secuenciaciéon de ADN (Sarkis et

21993 pe hecho, se ha sefialado que el gen supresor tumoral p53 se en-
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cuentra mutado en los tumores de ganado vacuno alimentados con hele-

chos (Beniston et al. 2001)

HEB y papilomavirus bovino

La infeccion causada por el papilomavirus bovino (BPV) se ha ido relacio-
nando con la HEB. Segun estos estudios, el papilomavirus actia de forma
sinérgica con los componentes del helechos e inducen la aparicién de tumo-
res vesicales (Campo et al. 1980; Campo et al. 1990; Campo et al. 1992; Campo et al. 1994).

El papilomavirus es un virus ADN circular perteneciente a la familia Papova-
viridae. Su estructura consta de ORF de dos tipos diferentes, hasta 8 genes
de expresion temprana (“early”) (E1-E8) implicados en la regulacion y repli-
cacion viral y dos genes de expresién tardia (“late”) (L1-L2) que generan
proteinas para el ensamblaje de la capsula El papilomavirus es un virus epi-
teliotropo. Las particula de ADN viral se situan de forma episomal en las
células basales, y tras un periodo de persistencia de la infeccion, sufren un
proceso e integracién dentro del genoma celular, produciendo un bloqueo
de proteinas (p53 y Rb) con funciones importantes dentro del ciclo celular.
Todo esto da lugar a una serie de alteraciones en el crecimiento y diferen-
ciacion del epitelio, junto con una serie de errores genéticos, que sientan la
base para la transformacion tumoral (Shahy Howley 1996)

Asi, a la vez que el epitelio madura, el papilomavirus va expresando sus
genes de forma secuencial. Las proteinas tardias forman la capsula y permi-
ten el ensamblaje de nuevas particulas viricas que repiten de nuevo el mis-
mo ciclo (Shah y Howley 1996).

Las células epiteliales que han sido infectadas realizan funciones de defensa

celular mediante una revision de la secuencia del ADN antes de dividirse.
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Este proceso se lleva a cabo gracias a una cascada de proteinas, entre las
cuales se encuentran la proteina p53 y la proteina Rb. Asi la célula tiende a
reparar el error de la secuencia de ADN causado por la introduccion del ADN
viral. Se trata de una porcién de ADN demasiado grande, por lo que estas
proteinas llevan a la célula infectada hacia la apoptosis. Con el fin de evitar
esto, el virus transcribe las proteinas E6 y E7, capaces de bloquear las pro-
teinas p53 y Rb del ciclo celular y asi proteger a la célula infectada de la
apoptosis. El blogueo de estas proteinas hace que la célula sea incapaz de
reparar errores intrinsecos de ADN, con lo que ird acumulando errores
genéticos. Este hecho, unido a que el proceso de apoptosis también ha sido
bloqueado, hace que la célula adquiera un caracter neoplasico
(http://www.tocogineconet.com).

Los tumores de vejiga de la orina en el ganado vacuno, asi como su relacién
con la HEB vy la ingestién de helechos han sido estudiados por algunos auto-
res (Jarrett et al. 1978; Campo et al. 1980) ' ga han realizado pruebas de inoculacién en
vacas sanas de una suspension del BPV con o sin adicion de componentes
con efecto carcindgeno, este estudio dio lugar a la aparicién de tumores en

(Clson et al. 1965) |5 que llevd a determinar el

casi la totalidad de los animales
papel del papilomavirus en el desarrollo de tumores vesicales.

El BPV-1 o BPV-2 infectan el epitelio de la orina. Las sustancias inmunosu-
presoras presentes en el helecho favorecen la formacion de lesiones prene-
oplasicas, que posteriormente sufren una malignizacién por la accién de los
carcindgenos quimicos de la planta. Algunos ejemplos de este efecto son los
carcinomas del aparato digestivo en vacuno asociados a infecciones por pa-

pilomavirus, donde se ha visto que se dan mutaciones que llevan a una ac-

tivacion del gen h-ras (Campe etal. 1990)
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En Escocia se ha asociado la alta frecuencia de neoplasias del tracto digesti-
vo en el ganado vacuno con la infeccion por el virus BPV-4 y la ingesta de
helechos (arett et al. 1978; Campo et al. 1980) e hecho, el 30% de los animales estu-
diados con tumores digestivos ademas presentaban hemangiomas, heman-
giosarcomas, fibromas, carcinomas de las células de transiciéon y adenocar-
cinomas de la vejiga de la orina Carettetal- 1978)

Asi, también se ha estudiado la relacién entre el papilomavirus bovino y los
factores ambientales. Se ha observado que el BPV-4 es uno de los agentes
etioldgicos causantes de carcinomas en el tracto digestivo (Pennie v Campo 1992)
ademas se ha hallado ADN del BPV-2 en casi la mitad de los tumores vesi-

cales del ganado bovino asi como en un 69% de los tumores reproducidos

experimentalmente en terneros alimentados con helechos (campe etal- 1992),

E. Diagnodstico de la HEB

El diagndstico suele basarse en la historia clinica: animales en los que se
sospecha la ingestion de helechos durante un largo periodo de tiempo, con
sindrome hemorragico y depresidon de la médula ésea con trombocitopenia y
leucopenia. En el examen post-mortem, ademdas de masas tumorales en
vejiga urinaria, se pueden encontrar hemorragias difusas en varios 6rganos,
como boca, vagina y sistema digestivo (Knighty Walter 2003)

A la hora de llevar a cabo un diagnéstico ante-mortem es importante reali-
zar un diagndstico diferencial, que no siempre es sencillo. El diagndstico
diferencial entre hematuria y hemoglobinuria, que se da en alteraciones
hemoliticas, se puede realizar mediante el examen de suero para la detec-
cion de hemolisis y del sedimento urinario fresco para la deteccion de eri-

27



Revision bibliografica

trocitos. Ademas, la ausencia de la ictericia, caracteristica de los procesos
hemoliticos, ayuda a verificar el diagndstico (Van Metre 2009),

En el caso del diagndstico diferencial con procesos infecciosos del aparato
urinario, se debe valorar la piuria y la bacteriuria, que suele ser moderada
en los casos de HEB (Van Metre 2009),

Se debe tener en cuenta que la hematuria sélo aparece en los casos en los
que el tumor de vejiga urinaria es angiomatoso o presenta hemorragias, de
modo que en los casos en los que el tumor es de tipo epitelial, la ausencia
de hemorragia dificulta el diagndstico (MaxieyJubb 2007)

En 2002 se realizd6 un estudio ecografico de la vejiga urinaria de ganado

(Sandoval et al. 2002) 5 1@ revelaba una serie de imagenes compa-

bovino con HEB
tibles con esta patologia. Durante esta investigacion se hallaron lesiones
papilares pedunculadas, con origen en la pared vesical, que sobresalian
hacia la luz de la vejiga y también se encontraron lesiones erosivas con
pérdida de continuidad de la pared, rodeadas de zonas hipoecogénicas y
anecogénicas. Estas Ultimas se apreciaron en el 100% de los animales diag-
nosticados de HEB, ademas estas observaciones fueron compatibles con los
hallazgos anatomopatoldgicos post-mortem, por lo que se pudo demostrar
la utilidad de la evaluacion ecografica para el diagndstico de la enfermedad.
Existen otras intoxicaciones que también pueden cursar con lesiones
hemorragicas, como las producidas por el trébol dulce y algunos tipos de
hongos, aunque en estos casos las lesiones hemorragicas son mas graves.
El tricloroetileno de la semilla de soja y la furozolidona causan en terneros
un sindrome parecido a la HEB con aplasia de médula 6sea, hemorragias y

anemia. En este caso el diagndstico diferencial sélo se podria llevar a cabo

conociendo la historia clinica del animal (onesy Hunt 1997)
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Hasta el momento, el diagndstico mas certero es el diagndstico post-
mortem mediante el estudio anatomopatolégico de la vejiga urinaria. Sin
embargo este proceso no es una practica habitual en matadero ya que en
Espafia no se suele realizar la apertura de la vejiga durante los procesos de
carnizacion, practica que si se lleva cabo en otros paises, como las Islas
Azores donde, debido a su alta prevalencia, la vejigas son estudiadas sis-
tematicamente en todos los animales que llegan a matadero. En esta re-
gion, un 10% de las vacas adultas son rechazadas tras la carnizacion debido
a los tumores de vejiga urinaria (Finte etal- 2004)

El periodo de latencia, tiempo durante el cual se desarrolla el tumor, no
muestra sintomatologia asociada, de modo que el animal puede seguir ali-
mentandose de helechos durante un largo periodo sin que se detecte ningu-
na variacion hasta que el tumor ya se ha instaurado, lo cual supone que el
animal puede estar acumulando y eliminando carcindgenos sin que sean
detectados (Sardon 2006),

Con la finalidad de detectar la HEB en fase subclinica o clinica temprana se
realizé un estudio del diagndstico de HEB en 575 animales mediante méto-
dos de tiras reactivas de orina y el examen microscépico del sedimento uri-
narjo(Sanchez-Villalobos et al. 2006) ) 55 datos de los andlisis se compararon con los
resultados de la evaluacién anatomopatoldgica post-mortem de 94 animales
enfermos. El diagndstico mediante el método quimico de las tiras reactivas
fue capaz de identificar 83 de los 94 casos con HEB y el método del examen
microscopico del sedimento urinario identificé 92 de los 94 casos de anima-
les enfermos y clasificé correctamente a los animales sanos. La evaluacion
del uso simultaneo en paralelo de ambas pruebas logré un 100% en todos

los criterios que se establecieron para la investigacion, con alta sensibilidad
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y especificidad, capaces de diferenciar un bovino con HEB de un animal sa-

no.

F. Terapia y control de los helechos

En los casos de HEB, cuando aparecen los primeros signos clinicos, que
consisten en la presencia de sangre en la orina, ya se han desarrollado los
tumores vesicales. No existe un tratamiento efectivo para los tumores de
vejiga y normalmente el animal muere por una severa anemia 0 por una
invasion local del tumor de los tejidos alrededor de la vejiga (Schacham et al. 1970;
Smith et al. 1988).

En casos mas agudos, un tratamiento temprano con transfusiones de san-
gre y estimulantes de la médula dsea puede ser beneficioso (Redostits y Done
2007 En algunas ocasiones, el alcohol batilico ha sido usado como estimu-
lante de la médula dsea, sin embargo, no se considera efectivo cuando los

trombocitos y los leucocitos ya han sufrido una severa depresion (Oswellery Runr

1986) Otro tratamiento temprano que también ha sido efectivo en alteracio-
nes leves de médula ésea, ha sido el sulfato de protamina junto a transfu-
siones sanguineas. El sulfato de protamina es un antagonista de la hepari-
na, y por tanto, contrarrestara el incremento de la heparina que puede dar-
se por la toxicidad del helecho (Kmohty Walter 2003) ' En 3505 severos de aplasia
medular se recomienda el uso de antibidticos de amplio espectro para ayu-
dar a proteger a los animales contra infecciones bacterianas secundarias
(Knight y Walter 2003)

. En cuanto al control de la enfermedad es necesario tener en

cuenta que el consumo del helecho suele producirse cuando los animales se
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encuentran en pastos pobres sin otra fuente de alimentacidon disponible
(Perez-Alenza et al. 2006).

Se han descrito determinadas situaciones que favorecen la propagacién de
esta planta. Asi, aunque los incendios controlados pueden ayudar a contro-
lar su crecimiento, cuando tienen lugar en un momento inadecuado o son
incontrolados, otorgan al helecho una ventaja competitiva respecto al resto
de vegetacién. Por otro lado, el corte del helecho se ha reducido por los
cambios agricolas y la tala de areas de bosque facilita un crecimiento mas
vigoroso del helecho, como resultado del incremento de la disponibilidad de
|UZ (Fenwick 1988).

El control de los pastos y su gestion adecuada ofrecen una ayuda parcial
para limitar el crecimiento del helecho. El paso del ganado por los helechos
jovenes favorece su aplastamiento. Antiguamente el helecho se controlaba
en parte por su cortado, ya que era usado como material de cobertura y
para la camas del ganado (HoPkins 1990) " Algunos autores han tratado de des-
cribir métodos de control, como el arado profundo con plantaciéon de otros
cultivos, el corte al inicio del crecimiento, uso de herbicidas o insectos y or-

ganismos que se alimenten de los helechos (Fenvick 1988)

, aungue no son me-
didas realmente eficaces. También se han barajado otros métodos como el
control con herbicidas o la correccidon de la acidez del suelo, asi como la cria

en estabulacién y eliminacién de los helechos en fincas determinadas (5a"c"e?

etal. 2003) gin embargo, para conseguir una maxima eficacia se deben usar
varios métodos de forma combinada, actualmente no existe un método del

todo eficaz mas que evitar que los animales pasten en zonas libres de hele-

chos.
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G. HEB experimental

Bovino y ovino

En ganado vacuno se han realizado diferentes pruebas experimentales para
intentar reproducir la enfermedad. Las primeras investigaciones demostra-
ban que la ingestién de helechos, durante largos periodos de tiempo, daba
lugar a la aparicién de los signos clinicos de enfermedad, asi como a la for-
macién de tumores en la vejiga de la orina (Resenbergery Heeschen 1960; Pamukcu 1963)
Los analisis sanguineos llevados a cabo en las reproducciones experimenta-
les de la HEB mostraban un descenso progresivo de los gldbulos blancos,
sobre todo de los neutrdéfilos y también de las plaquetas, debido a una gra-
ve afeccién de la médula dsea (Pamukeu et al. 1967; Hirono et al. 1984) " Fny astydios pos-
teriores, los mismos autores describieron los siguientes signos clinicos: des-
censo de la condicidén corporal, pelo aspero, fiebre, diarrea y severas hemo-
rragias que desencadenaban la muerte del animal (Pamukeuetal. 1976) " Eqtog gu-
tores también observaron la presencia de tumores primarios muy similares
a los producidos por la enfermedad en condiciones naturales. En la necrop-
sia destacaban la presencia de masas tumorales en la vejiga de la orina asi
como multiples zonas hemorragicas en el tejido subcutdneo, mucosa oral y
nasal, y en drganos como corazén pulmones e higado.

Por el contrario, diversos estudios mostraron que los ovinos eran menos
susceptibles al desarrollo de la enfermedad que el ganado vacuno. Se con-
firmd la reproduccion de la degeneracidén progresiva de la retina en ovejas a
las que se habia administrado PT (fironoetal- 1993) “aAgi Evans et al. (1989) pu-

blicaron un estudio en el que indujo experimentalmente avitaminosis B en
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ovejas adultas con dietas que contenian un 15-30% de rizomas de hele-
chos. Por el contrario se han descrito brotes de intoxicacion aguda por hele-
chos tras administrar 6 mg de PTA intragastricamente a ovejas (S"anin et a.
1998) "que desarrollaron apoptosis en los hepatocitos, necrosis isquémica en
rifdn y aplasia medular. En concordancia con estos resultados se han publi-
cado casos naturales de brotes de intoxicacién aguda por helechos en Ingla-

g (Parker y McCrea 1965) v an Australia, donde Sunderman 98”) describié la

terr
muerte de 120 animales de un rebafo merino de 450 ejemplares.

La ingestion de polvo de helecho en corderos produjo, a los cuatro meses,
una degeneracidon progresiva de la retina que se volvié a reproducir en la

segunda parte del estudio afadiendo directamente PT a la racion normal de

otros corderos (Hirono et al. 1993).

Roedores

Los roedores han mostrado ser sensibles a la administracion oral de los
principios activos con capacidad cancerigena del helecho. En diferentes es-
tudios realizados en ratas, dependiendo de la dosis y del tiempo de exposi-
cion, se han observado multiples neoplasias del ileon, eséfago, faringe, ve-
jiga y glandulas mamarias (Hirone etal- 1987)

En ratones, los efectos carcindgenos del helecho, fueron confirmados por

n (1985 que comprobaron el desarrollo de multiples carcinomas

Evans y Maso
en ileon tras ser alimentadas con una dieta a base de helechos durante 64
dias. Posteriormente este hallazgo fue confirmado en otros estudios (¢

Pamukcu 1968; Hirono et al. 1970) 55i como se demostrd la induccién de tumores en la

vejiga urinaria (Pamukeuy Price 1969) \, an |35 glandulas mamarias (firono etal- 1983) |
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estudio histopatoldgico de dichos tumores reveld la presencia de papilomas,
carcinomas, adenocarcinomas y sarcomas (Yoshikawa etal. 1981)

Posteriormente Hirono et al.*9®”) |levé a cabo un estudio experimental en el
gue demostré que la administracion de PT en la dieta a ratas daba lugar a
una pérdida progresiva de peso, incontinencia urinaria, hematuria y la pre-
sencia de tumores en ileon y vesicales. Los tumores encontrados en ileon
fueron principalmente adenocarcinomas, carcinomas papilares y carcinomas
anaplasicos, mientras que los tumores vesicales se correspondian con carci-
nomas de células escamosas, carcinomas de células de transicidon y sarco-
mas.

Ademas de todo esto, también se han realizado pruebas comparando los
efectos de la administracién de PT inactivo y PTA por via intravenosa en ra-

tas (Shahin et al. 1998)

. En ambos casos se demostré una disminucion del peso de
los animales, monocitosis y un marcado aumento de los valores de TNFa,
asi como la presencia de carcinomas y adenocarcinomas de glandulas ma-
marias.

Junto a las ratas, los ratones también han sido empleados en el estudio del
efecto carcinogénico de los helechos. Asi, Yasuda et al. **”* realizaron un
experimento en el cual alimentaron a ratonas gestantes ICR-JCL con dietas
gue contenian un 33% de helechos. Los fetos desarrollaron anormalidades
en las costillas, fusiones incompletas de las esternebras y defectos en la
osificacién. Ademas, los neonatos presentaron fendmenos de cariorrexis en
células de la capa granular del cerebelo y formacion de rosetas en la capa

neurobldstica de la retina (Fwimoto et al. 1987)

. Al mismo tiempo, Hirono et al.
(1975) describieron el desarrollo de tumores en la regién terminal del yeyuno

en un estudio similar con ratones Asi como el desarrollo de leucemia y tu-
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mores pulmonares en ratonas alimentadas con helechos durante un periodo
mas prolongado de tiempo (15 meses) (Pamukeu etal. 1972)

Finalmente, se han utilizado ratones para llevar a cabos estudios sobre el
efecto carcinogénico de los metabolitos que se encuentran en la leche de
vacas aIimentadas con helechos (Pamukcu et al. 1978; Villalobos-Salazar et al. 1990)- Este
estudio permitid concluir que se eliminaban en la leche una gran variedad

de metabolitos procedentes de los productos carcinogénicos de los hele-

chos.

Otras especies

Los efectos de los componentes del helecho han sido estudiados también en
otras especies animales como cobayas o0 conejos.

En los estudios realizados en cobayas se ha observado que la administra-
cion de helechos en la dieta induce la formacién de adenocarcinomas intes-
tinales y carcinomas de células de transicign (Evans et al- 1984; Bringuier et al. 1995)
Ademas, cuando se administra oralmente un extracto concentrado de hele-
cho, se origina en las cobayas un sindrome similar a la HEB, con edema ve-
sical, hemorragias y hematuria (5@t ¢t 2l 1987) Tambpién fue posible reproducir
experimentalmente las cistitis hemorragicas en cobayas tras la administra-
cion de glucdsidos del helecho con actividad inflamatoria como la braxina C
(Yoshida y Saito 1994).

En conejos, Asano et al. 98 describieron un efecto vasoconstrictor tras la

administracion intravenosa de PT. Posteriormente se produjo hematuria y

anemia, asi como muerte del animal cuando la dosis fue alta.

35



Revision bibliografica

H. Monocitosis en el ganado vacuno

Los monocitos son leucocitos de la serie de los agranulocitos, que se carac-
terizan por tener un nucleo de forma variable y un citoplasma de color azul-
gris, que se vacuoliza frecuentemente. Estan ausentes, o presentes en can-
tidades reducidas (2-7% del total de leucocitos), en la sangre periférica y
son muy similares morfolégicamente y cuantitativamente en todas las espe-
cies domesticas.

En ganado vacuno adulto se estiman valores normales de hasta 3000 por

(Plonait 1980) é 2

mm? con un rango que varia entre 0-6% -7% de los leucoci-

(Weiss et al. 2010)  Morfoldgicamente tienen un didmetro de 15-20 uym vy los

tos
nucleos pueden tener formas diversas: ovales, ovales con una Unica muesca
en forma de rifidn o con multiples muescas o lobulos. La cromatina nuclear
tiene un aspecto finamente granular en forma de encaje o de red, con pocas
areas de condensacion. El citoplasma es de tamano moderado de color azul
grisaceo y pueden tener vacuolas multiples de varios tamanos. La principal
variacion de la morfologia monocitica es que algunos, carecen de vacuolas
destacadas y pueden confundirse con neutrofilos en banda o linfocitos atipi-
cos (Reagan et al. 1999).

La monocitopoyesis se realiza en la medula ésea a partir de células madre
precursoras de granulocitos y monocitos. En la medula dsea aparecen muy
pocas células de la familia de los monocitos, los monoblastos son las prime-
ras células reconocibles pero son dificiles de diferenciar de los mieloblastos,
estas dan lugar a los promonocitos, células grandes de nucleo oval, a veces

dentado con cromatina reticular y se pueden confundir con mielocitos y me-

tamielocitos neutrofilos (Reagan etal. 1999)
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Desde la produccién por las células madre precursoras de los monocitos, en
la medula ésea, hasta su aparicién en la sangre, transcurren uno o dos dias.
Como en la medula dsea apenas hay reservas, la monocitosis es el resulta-
do de una intensa multiplicacién celular. La cantidad de monocitos en san-
gre puede aumentar veinticuatro horas después del contacto con el agente
toxico o infeccioso, hasta 3-4 veces los valores iniciales. La vida media en
sangre es de unos 2-3 dias, después los monocitos migran a los tejidos
transformandose en macrdfagos, con una vida media de 100 dias (Plonait 1980),
En el pulmdn se transforman en macroéfagos alveolares, en el higado (célu-
las de Kupffer) y también se depositan en sinusoides del bazo, medula
Osea, cavidades pleural y peritoneal. Los monocitos sanguineos y los macro-
fagos de los tejidos, fagocitan y matan a los microorganismos. Se diferen-
cian de los polimorfonucleares en que estan bajo la direccion de los linfoci-
tos T, por medio de un sistema complejo basado en las linfocinas (Reese Y
Richard 2005).

Bajo el efecto de distintos agentes patdgenos, los leucocitos circulantes en
sangre pueden estar temporalmente disminuidos (leucopenia) o aumenta-
dos (leucocitosis). Segun el grado, tipo y duracion del dafio pueden estar
afectadas mayoritaria o exclusivamente ciertas células (eosinofilos, neutrofi-
los o elementos linfaticos)(Reese ¥ Richard 2005),

Debido al cuadro linfocitario del bovino aparecen reacciones de leucopenia,
especialmente frecuentes e intensas por el efecto del estrés. Una leucopenia
pasajera se observa al comienzo de muchas enfermedades infecciosas o
intoxicaciones graves. Una disminucion mas prolongada de todos los tipos
de células blancas (panleucopenia) se produce sobre todo en enfermedades

virales, parasitos sanguineos y septicemias bacterianas (Prksen et al. 2005) = g
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observa una disminucidon notable de los leucocitos polimorfonucleares
(agranulocitosis) en diatesis hemorragica y dafios de de la medula désea.

La leucopenia dura un promedio de cuatro dias y afecta especialmente a
bovinos con dafios hepaticos y con graves enfermedades infecciosas (para-
tuberculosis, salmonelosis). Se trata de neutropenia y linfopenia. En hume-
rosas enfermedades agudas se observa eosinopenia.

La leucopenia inicial por estrés (Plonait 1980; Dirksen et al. 2005) " an @] organismo sa-
no, se continla con una neutrofilia, por ejemplo debido a transportes, par-
tos, celos. Las leucocitosis mas intensas se producen en enfermedades in-
fecciosas agudas, sobre todo bacterianas, asi como en todas aquellas en las
que hay destruccion tisular y supuraciéon. También se observa un aumento
de ciertos leucocitos como las eosinofilias en enfermedades de piel y muco-
sas, alergias y distintas parasitosis.

Las acciones agudas agrupadas bajo el termino estrés provocan en principio
un estimulo del sistema neuroendocrino, en especial hipdfisis y adrenal.
Este estimulo tiene como consecuencia una disminucién de los elementos
eosinofilicos y linfaticos y un aumento de los leucocitos neutrofilos circulan-
tes, apareciendo la granulocitopoyesis. En patologias que se cronifican,
(persistencia del estimulo) se producira la disminucién de la multiplicacién
de los granulocitos y el aumento sostenido de linfocitos y monocitos.

La monocitosis, definida como un aumento del niumero de monocitos en
sangre puede estar producida por distintas causas. En el ganado bovino se
ha descrito en enfermedades crénicas por un estimulo crénico sobre el sis-
tema reticulo endotelial como la tuberculosis, micosis, listeriosis, brucelosis,
toxoplasmosis, abscesos multiples y en presencia de tumores de la medula

dsea como la leucosis monocitica (P'rksen etal. 2005)  Trag |3 administracion de
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medicamentos como la dexametasona (Andersen etal. 1999) ga ghserva monocito-
sis asociada a leucocitosis, neutrofilia, eosinopenia y linfopenia. Los monoci-
tos también aumentan en casos de estrés, por la liberacion de cortisol en el
periparto (Medlia etal. 2001; Meglia et al. 2005) o Khor |3 reaccidn a la presencia de para-
sitos sanguineos (Tripanosoma vivax) S1v@etal199) g 3 causa de la ingestidn

S (Perez-Alenza et al. 2006; Gabriel et al. 2009)

prolongada de plantas toxica . La administra-

cion endovenosa en ratas de sustancias carcinogénicas del helecho como el
PT y PTA induce la aparicidon de monocitosis e incremento del TNF (Shahin et al.
1998) Una alimentacién basada en semillas de Jatropha curcas, planta con
efecto acaricida administrada a conejos parasitados por garrapatas, produce

también una monocitosis (APde!-Shafy etal. 2011)

39



40



Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Este trabajo constituye un estudio inicialmente descriptivo en el que se
pretenden conocer las posibles alteraciones analiticas urinarias y/o sangui-
neas en diversas explotaciones de ganado vacuno expuestas al consumo de
helechos, incluyendo mayoritariamente animales sin hematuria clinica. La
ausencia de estudios previos semejantes y, por tanto, del correspondiente
conocimiento cientifico adecuado (base de la hipdtesis) impide el plantea-
miento de hipotesis concretas, siendo la hipdtesis general que es posible
que algun factor analitico de aparicion temprana sirva de indicador dia-

gndstico precoz de la enfermedad.

Los objetivos del estudio son:

1. Estudiar las caracteristicas clinicas de la HEB natural y su prevalencia
en varias explotaciones de ganado vacuno en extensivo de dos regio-
nes geograficas concretas: Plasencia (Extremadura) y zona del Sis-
tema Central (Madrid), en relacion con el manejo nutricional.

2. Conocer las posibles variaciones analiticas sanguineas y urinarias de
los animales expuestos al consumo crénico de helechos con vy, sobre
todo, sin hematuria clinica.

3. Determinar mediante analisis estadisticos multivariantes si existen
asociaciones de grupos de parametros analiticos que puedan servir,
en conjunto, para definir posibles grupos o clases analiticas o estados

de la enfermedad.
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4. Relacionar las posibles variaciones o alteraciones analiticas con el
cuadro lesional macroscépico e histoldgico en un reducido niumero de
animales, mediante la realizacién de necropsias.

5. Valorar el posible uso diagndstico de parametros clinicos analiticos o
sus combinaciones. Dado que la manifestacion clinica de la HEB su-
pone una fase avanzada de la de la misma, se pretende determinar si
algunas de las alteraciones analiticas aparecen de forma precoz y

pueden ser empleadas para el diagndstico temprano de HEB.
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MATERIAL Y METODOS

A.Diseno del estudio

Para el estudio de los valores analiticos de los animales expuestos al con-
sumo de helecho se ha realizado un estudio epidemiolégico transversal en
tres explotaciones de ganado vacuno con exposicion natural al helecho, en
dos periodos concretos de tiempo: primavera-verano de 2002 y otofio de

2011.

B. Descripcion del ganado y su manejo

Se seleccionaron tres explotaciones de ganado vacuno en régimen extensi-
vo 0 semiextensivo, con historial previo de hematuria y sospecha de ingesta
de helechos. En las tres explotaciones existia un historial clinico de animales
afectados por HEB durante los ultimos afios igual o superior al 4% de las
vacas y varios casos referenciados de intoxicacion aguda por helechos.

El estudio fue llevado a cabo en tres explotaciones (de dos zonas geografi-
cas distintas: Plasencia y Sierra de Madrid) con un sistema de alimentacién
extensivo y semiextensivo, que variaba segun la epoca del afio. En cual-
quier caso, tenian un manejo nutricional (suplemento con forraje y concen-

trado) diferente:

e Explotacién A, localizada en Plasencia (Caceres) de régimen exten-

sivo sin suplemento adicional de alimento en época de pastos. Du-
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rante este periodo los animales solo comian el pasto natural exis-

tente "a diente” (ilustracion 3).

e Explotacidon B, localizada en Los Molinos (Madrid), los animales re-
cibieron un suplemento adicional ocasional en época de pastos

(segun necesidades).

e Explotacién C, localizada en Guadarrama (Madrid), los animales
eran suplementados con aporte continuo de forraje y concentrado,

incluso en épocas de pasto abundante.

Las tres explotaciones estaban en zonas de pastos de montafia con una alti-
tud superior a los 1000 metros sobre el nivel del mar. De acuerdo con el
manejo extensivo y semiextensivo los animales de las tres explotaciones,
pastaban periodos variables de tiempo a lo largo del afio en las montafas
de la zona, donde abundan los helechos. Los animales pasaban el resto de
afo en las llanuras o fincas cerradas cercanas, libres de helechos.

La composicion del pasto en las dos zonas estudiadas, era muy similar, se
trataba de pasto de montafia de una cantidad y calidad baja, dependiendo
de la climatologia del afio y con pocas especies de alto valor pratense y con-
taminado con gran cantidad de helechos, junto con bosques de pinos o me-
lojares.

Las explotaciones estaban sometidas a los programas nacionales de erradi-
cacion de enfermedades de declaracién obligatoria: tuberculosis, brucelosis
y leucosis enzootica bovina, una o dos veces al ano, segun comarca gana-
dera (explotacion A una vez; B y C dos veces). Todos los animales se des-

parasitaron en primavera y otofio con ivermectinas sistémicas y no tenian
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historial analitico ni clinico de otras enfermedades infecciosas ni parasitosis

sanguineas.

Tlustracion 3. Explotacion A.

C. Animales y grupos de estudio

La explotacidén A estaba formada por 200 vacas, de raza (Avilefia negra Ibé-
rica) y se localizaba en el sureste de Espafa (Plasencia, Caceres, Extrema-
dura). La explotacidon B estaba ubicada en una zona montafosa, al norte de
la Comunidad de Madrid (Los Molinos) y estaba compuesta de 54 vacas de
aptitud carnica con cruces de las razas Avilefia Negra Ibérica, Charolesa y
Limusina. La explotacion C, se encontraba en el municipio de Guadarrama,
en la sierra norte de Madrid y estaba formada por 74 vacas de aptitud

carnica cruzadas con razas Avilefia negra ibérica y Limusina.
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El estudio se ha realizado en un total de 207 animales de las tres explota-

ciones. En la explotacidon A se seleccion6 un grupo de animales adultos, de-

nominado grupo Al (n=66) y un lote de novillas de la misma explotacion,

denominado grupo A2 (n=13), elegidos de forma aleatoria. En las explota-

ciones B y C se incluyeron todos los animales: 54 de la explotacién B y 74

de la explotacién C. En el caso de los animales adultos, los criterios de in-

clusion comunes fueron: animales mayores de un afo, nacidos y criados en

la explotacion.

Se han establecido los siguientes grupos para el estudio:

Grupo Al: Vacas adultas (n=66) de la explotacién A (edad entre 2 y
16 afos; media 8,8 afios, DE 3,9).

Grupo A2: Novillas (n=13) de la explotaciéon A (edad entre 10 a 34
meses; media 14,4 meses, DE=6,4)

Grupo B: Vacas adultas (n=54) de la explotacién B (edad entre 2 y
14 anos; media 7,2 afios, DE=3,2) (ilustracion 4).

Grupo C: Vacas y novillas (n=74) de la explotacion C (edad entre 1 y
22 afos; media 8,5 anos, DE=5,5)

Grupo D: Vacas control (n=10) del hospital clinico veterinario (edad

entre 4 y 8 afios; media 6,4 afos, DE=2,8)
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Ilustracion 4. Vacas de aptidud carnica de la explotacién B

D. Historial

Se realizé un historial completo de todos los animales incluyendo patologias
previas y actuales, incluyendo el registro previo de la presencia de hematu-
ria. Ademas se reflejo el tipo de comportamiento de los animales y su con-
dicién corporal (medida de 1 a 5) considerando que los valores entre 1-1,5
(categoria 1) correspondian a un estado de poca condicidn corporal (muy
delgado), los valores entre 1,6 — 2,25 (categoria 2) a un estado delgado, los
superiores a 2,25 hasta 3 (categoria 3) a un estado corporal normal, entre
3 y 4 condicion corporal elevada (animales obesos) y de 4 a 5 condicion

corporal muy elevada (muy obesos) (Edmonson etal. 1989)
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E. Examen fisico

Mediante el empleo de una manga de sujecién para ganado vacuno, se pro-
cedié a realizar un examen fisico completo a todos los animales (ilustracién

5):

e Grupos Al, C: temperatura rectal, examen de las mucosas, frecuencia
cardiaca, frecuencia de movimientos ruminales, tenesmo urinario, dis-

nea, melena, diarrea, timpanismo y hematuria).

e Enlos grupos B y A2 en funcién de los datos de la explotacion A y an-
te la ausencia de signos clinicos relevantes, sélo se registro el historial

de hematuria.
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Ilustracion 5. Manga de manejo en la explotacion A.

F. Toma de muestras

La toma de muestras de las explotaciones se realizd en el afio 2002 (febrero
grupos Al, mayo grupos A2 y D y julio grupos B) y en septiembre de 2011

para la explotacién C.
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Las muestras de sangre (grupos Al, A2, B, C) se obtuvieron a partir de la
vena coccigea utilizando un dispositivo de extraccién Vacutainer y tubos de
vacio de 5 ml (EDTA, citrato de sodio) (ilustracidon 6). Las muestras de orina
(grupos A1, B) se obtuvieron mediante miccion espontdnea o estimulada
manualmente en la mayoria de los animales, teniendo que recurrir en unos
pocos casos a la cateterizacion de la uretra mediante sonda uretral tipo fo-
ley de 25 cm de longitud de un solo uso para cada animal (ilustraciéon 7). En
todos los casos la orina se recogioé en frascos estériles con capacidad para

50 ml para su procesado posterior.

Ilustracion 6. Toma de muestra de sangre en la explotacién A.

También se recogieron muestras de sangre y orina de 10 vacas sanas adul-
tas de raza frisona del hospital clinico veterinario de la facultad de veterina-
ria de Madrid, con los mismos procedimientos, que se analizaron para utili-

zarse como grupo control (Grupo D).
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Ilustracion 7. Toma de muestra de orina, miccidon espontanea en la explotacion A

Tabla 1. Estudios realizados y nimero de animales en cada grupo.

Historia 66 13 54 74 10
Examen fisico 64 0 0 74 10
Hematologia 54 13 42 74 10
Pruebas de coagulacion 62 - - - 10
Bioquimica clinica 64 13 51 - 10
Urianalisis: tiras de orina 59 - 43 - 10
Urianalisis: laboratorio 56 = = = 10
Necropsia 4 - - - -

G. Pruebas analiticas

Hematologia y bioquimica sanguinea

Las muestras de sangre de las grupos A, B y D se recogieron en 3 tubos de
(EDTA, citrato de sodio y de vacio) de 5 ml de capacidad y fueron remitidos
refrigerados a un laboratorio clinico veterinario (Labipath, S.A., Madrid, Es-

pafna) para estudiar el perfil bioquimico y hematico. Las muestras de sangre
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de la explotacién C se recogieron en un tubo de EDTA 5 ml, y se remitieron
al laboratorio veterinario DLV (Madrid, Espana) para su analisis hematoldgi-
co.

En funcidon de la valoracidon de los parametros analiticos estudiados en los
grupos A y B se determino realizar sélo el estudio de los valores de la
hematologia en el grupo C.

Los parametros hematoldgicos incluyeron para la serie roja: eritrocitos (x
10%/ul).) hematocrito (%), hemoglobina (g/L), VCM (pm?3®), CHCM (g/L),
HCM (pg); para la serie blanca: leucocitos, cayados, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, linfocitos y monocitos, tanto en valores porcentuales (%) como en
valores absolutos (x 10°/ul) y finalmente trombocitos (x 10°/ul), fibrinogeno
(g/L), TP (sec) y APTT (sec).

Los datos bioquimicos analizados, incluyeron glucosa (mg/dl), urea (mg/dl),
creatinina (mg/dl), colesterol (mg/dl), calcio (mg/dl), fésforo (mg/dl), hie-
rro (mcg/dl), aspartato aminotransferasa (u/l), GGT (u/l), proteinas totales
(g/L), albuminas (g/L), a-globulinas (g/L), B-globulinas (g/L) y y-globulinas
(g/L).

Los parametros hematoldgicos para las explotaciones A y B se midieron
usando el sistema CELL_DYN®R 3500 System (Abbott Laboratorios, Illinois,
EEUU). Para las pruebas hemostaticas se usd Thrombolyzer® Compact X
System (Behnk Elektonik Organon Teknika, Norderstedt, Alemania). El perfil
bioquimico se midié con ADVIA™ 1650 Automatic Analyzer (Bayer Diagnos-
tics, Nueva York, EEUU). Las proteinas séricas totales se determinaron me-
diante refractometria y la electroforesis de la proteina sérica se llevé a cabo
con Paragon® Reagent Kit (Beckman Coulter, California, EEUU). Los pardme-

tros hematoldgicos para las explotacion C se midieron usando el aparato de
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hematologia (Sysmex XT 2000i de Roche). La formula leucocitaria se obtuvo
mediante observacién microscopica de los frotis de sangre (tras tincidn

Panoptica de Panreac) en el microscopio Olympus BX41.

Urianalisis

El urianalisis fue realizado en la propia explotacion, utilizando tiras para el
analisis de orina: (dipsticks, Multistix® Bayer; para los grupo A y B). En la
interpretacién de la prueba, se valord la presencia/ausencia (0/1) de sangre
macroscopicamente, asi como los niveles de leucocitos, nitritos, glucosa,
cuerpos cetdnicos, urobilinégeno, bilirrubina, densidad, pH, microhematuria
y las proteinas totales (rango: 0, 1, 2, 3).

Las muestras de orina del grupo Al se enviaron ademas a dos laboratorios,
el laboratorio del hospital clinico veterinario de la UCM y un laboratorio pri-
vado de analisis (Labipath, S.A., Madrid, Espafia); la orina recolectada en
contenedores estériles se centrifugd a 1500 rpm, se examind al microscopio
el sedimento y se observé la presencia de eritrocitos, células descamadas
de transiciéon (rango: 0, 1, 2, 3), células normales, neoplasicas y células

inflamatorias.

H. Necropsia

En funcidén de la gravedad de los sintomas clinicos y tras el acuerdo econé-
mico y consentimiento del propietario de la explotacion, se sacrificaron 4
vacas del grupo A y se les realiz6 la correspondiente necropsia. Se seleccio-
naron 3 en base a la hematuria macroscépica observada y su mal estado

corporal (identificadas como N1, N2, N3). Se seleccion6 para necropsia una
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cuarta vaca (N4) sin historial previo de hematuria que fue encontrada tum-
bada en el prado con una herida grande ulcerada y se decidid sacrificarla
por motivos humanitarios. En tres de los casos (N2, N3, N4) se recogieron
muestras de sangre y orina antes del sacrificio y las muestras se incluyeron
en el estudio (grupo Al). En el caso N1 sélo se pudo recoger orina. Las
muestras de los distintos 6rganos se fijaron en formol 10%, se incluyeron
en parafina y se hicieron cortes de 4um que fueron tefiidos con H-E para su
examen histologico. Las preparaciones histoldgicas fueron evaluadas en el

Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Veterinario.

I. Analisis estadisticos

El estudio estadistico se ha llevado a cabo en el Servicio de Apoyo a la In-
vestigacion de la UCM, bajo la direccion del Dr. Pedro Cuesta. Se realizaron
analisis estadisticos descriptivos vy analiticos de las distintas variables in-
cluidas: edad, historia clinica, exploracién fisica, asi como todos los parame-
tros sanguineos, urinarios y bioquimicos.

Para su interpretacion, los resultados de los analisis sanguineos y urinarios
se evaluaron de acuerdo a los parametros normales de las vacas control y
de referencia estableciéndose valores promedio (x+DE). Algunas variables
continuas se transformaron en variables categédricas (Tabla 2). La asociacién
de datos epidemioldgicos clinicos y analiticos de cada animal fueron estu-
diados estadisticamente.

Para identificar los parametros que pudieran sugerir la presencia de cambios
en un estado inicial, se realizé un analisis estadistico de variables multiples

D (Lebart y Morineau 2001)

usando el paquete estadistico SPA . El analisis estadistico
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de variables multiples define la tipologia de cada grupo mediante la agrupa-
cion de las vacas con caracteristicas homogéneas en clases. Cada clase esta
caracterizada por una prueba estadistica que compara la diferencia de los
valores de los parametros seleccionados en cada clase con respecto a los
valores de estos parametros en grupo total de vacas.

Para los analisis estadisticos multivariantes (en clases o grupos), solo los
animales con todos los datos completos en todas las variables estudiadas

fueron incluidos en el estudio. Un valor de p<0,05 fue considerado significa-

tivo.

Tabla 2. Categorizacion de los parametros analizados segun su rango

0 1 2 3

Condicion corporal >1-1,50 >1,51-2,25 >2,26-3
(muy bajo) (bajo) (normal)

Hematocrito <25% >25-30% >30%
(%) (bajo) (normal) (alto)
Eritrocitos <4,34 >4,34-6 >6
(x 10°) (bajo) (normal) (normal-alto)
Hemoglobina <7,55 >7,55-14,50 >14,50
(g/L) (bajo) (normal) (alto)
Leucocitos <3,55 >3,55-5,55 >5,55-12 >12
(x 103/uL) (bajo) (normal-bajo) (normal) (alto)
Cayados <0,12 >0,12
(x 10%/pL) (normal) (alto)
Neutrofilos <0,6 >0,6-1,5 >1,5-4 >4
(x 103/uL) (bajo) (normal-bajo) (normal) (alto)
Linfocitos <2,5 >2,5-3,5 >3,5-7,5 >7,5
(x 10%/uL) (bajo) (normal-bajo) (normal) (alto)
Monocitos >0,85 >0,85-1,25 >1,25
(x 103/uL) (normal) (alto) (muy alto)
Trombocitos >0-150 >150-300 >300
(x 10%/uL) (muy bajo)  (bajo) (normal)
Cayados <1,2 >1,2
(%) (normal) (alto)
Neutroéfilos <6 >6-15 >15-45 >45
(%) (bajo) (normal-bajo) (normal) (alto)
Linfocitos <25 >25-35 >35-75 >75
(%) (bajo) (normal-bajo) (normal) (alto)
Monocitos <8 >8-12 >12
(%) (normal) (alto) (muy alto)

54



Resultados

RESULTADOS

A. Historia y datos clinicos

Historial de hematuria

En el grupo Al la anamnesis reveld que el 10% de los animales (7/66)
habian tenido hematuria visible en el pasado y un 24% (16/66) tuvieron
hematuria durante el periodo de estudio, mientras ninguna de las novillas
de la misma explotacion (grupo A2) tenia historial previo de hematuria. Los
animales del grupo B tampoco tenian historial previo de hematuria pero en
el 3% de las vacas se observd hematuria durante la toma de muestras
(2/54). En el grupo C la anamnesis reveld que el 4% de los animales hab-

ian tenido hematuria previa (3/74).

Conformacion corporal

La media de conformacién corporal (medido de 1 a 5) en el grupo Al
fue de 1,71+£0,37. El 42% de los animales (28/66) fueron considerados de
categoria 1 (1-1,5), el 50% (33/66) de categoria 2 (>1,5 - 2,25) y el 7%
(5/66) de categoria 3 (2,25-3). La media de condicién corporal del grupo B
era de 1,98+0,42. El 16% de los animales (9/54) se asignaron a la categor-

ia 1, el 61% (35/54) a la categoria 2 y el 23% (16/54) a la categoria 3.
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La media de conformacién corporal en el grupo C era de 1,89+0,31. El 11%
de los animales (8/74) fueron considerados de categoria 1, el 75% (56/74)

de categoria 2 y el 14% (16/74) de categoria 3.

Exploracion clinica

La temperatura rectal estuvo dentro de los rangos fisiolégicos con una
media de 38,8+0,5 °C en todos los grupos estudiados. La mucosa vulvar en
el grupo A fue normal en el 70% de los casos (45/64) y ligeramente ictérica
en el 3% de los casos (2/64). En el grupo B el 80% (43/54) de los animales
presentaron mucosas normales, el 19% (10/54) mucosas anémicas y el 2%
(1/54) con mucosas ictéricas. En el grupo C el 85% (63/74) de los animales
presentaron mucosas normales, el 14% (10/74) mucosas anémicas y el 1%
(1/74) mucosas levemente ictéricas. El examen fisico no revelé ninguna

otra alteracion relevante en las exploraciones realizadas.

B. Patologia clinica

La mayoria de los resultados de los analisis de sangre y orina de las vacas
control estaban dentro de los valores normales de referencia comparados a
los pardmetros analiticos publicados en ganado bovino (Maxie y Jubb 2007) g
excepcion de MCH, TTP vy los valores de a-globulina. En estos ultimos para-
metros los valores de las vacas control fueron considerados normales com-
parandolos con los de los grupos A1, A2, B, y C. Los valores de referencia

de los pardmetros estudiados se detallan en las tablas 3-5.
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C. Hematologia y pruebas de coagulacion

Los resultados estan descritos en las tablas 3, 4 y 5.

Serie roja

El hematocrito era bajo sélo en el 11% de los animales en el grupo Al y de
normal a bajo en el 25% del grupo Al, 7% del grupo A2, 2% del grupo B y
22% del grupo C (grafico 1).

Los valores de hemoglobina de los distintos grupos se exponen en el grafico
2.

Los valores medios de MCV, MCH y MCHC eran normales en todos los casos.

Leucocitos

Se encontrd leucopenia en un 9% del ganado del grupo A1, 8% en el grupo
A2, 12% en el grupo B y 5% de los animales del grupo C.

Asi mismo, existio linfopenia en un 65% de los animales del grupo Al, un
15% en el grupo A2, un 28% en el grupo B y un 9% en el grupo C. A pesar
de ello, se detecté monocitosis en el 54% de los individuos del grupo A1, un
31% en el grupo A2, un 38% en el grupo B y un 28% en el grupo C. Se en-
contrd trombocitopenia en un 80% en el grupo A1, en un 38% en el grupo
A2, en un 90% en el grupo B y en un 9% en el grupo grupo C (grafico 3, 4,

5y 6).
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Tabla 3. Datos analiticos de la serie roja en los grupos estudiados.

Parametros

Hematocrito (%)

Categorias*

Grupo Control Grupo Al

(n=10)

(n=54)

Grupo A2
(n=13)

Media £ DE 37,91+4,10 29,63+5,56 38,60+4,31 36,47+3,97 33,84+3,40

Bajo <25 11%(n=6) 0 0 1% (n=1)

Bajo-normal >25-30 25%(n=13) 8% (n=1) 2%(n=1) 15% (n=11)

Normal >30 89%(n=47) 92%(n=12) 98%(n=41) 84% (n=62)
Eritrocitos (x 10%/uL)

Media = DE 7,10£+1,16 5,88+1,24 10,26+1,70 6,65 + 1,09 6,65+0,86

Bajo <4,34 9% (n=5) 0 0 0

Bajo-normal >4,34-6 36%(n=19) 0 31%(n=13) 22% (n=16)

Normal >6 91%(n=48) 100%(n=13) 69%(n=29) 78% (n=58)
Hemoglobina (g/L)

Media £ DE 10,50+2,28 10,50+2,28 12,99+1,41 12,38+1,29 11,02+1,13

Bajo <7,55 9% (n=5) 0 0 0

Normal >7,55 91%(n=49) 100%(n=13) 100%(n=42) 100% (n=74)
MCV (pm?) >40-60

Media + DE 53,96+4,97 50,91+4,11 38,23+5,72 55,61+6,28 51,27+4,47
HCM (pg) >11-21

Media £ DE 16,80+0,38 17,78+1,44 12,83+1,68 18,88+2,11 16,67+1,30
MCHC (g/L) >300-360

Media + DE 330,0+9,6 349,2+7,8 336,4+7,8 339,4+7,1 325,7+12,0

Categorias™: Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacun

o) (Maxie y Jubb 2007)
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Hematocrito (%)
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Grafico 1. Hematocrito en los grupos estudiados.
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Grafico 2. Eritrocitos en los grupos estudiados.
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Tabla 4. Datos analiticos del leucograma en los grupos estudiados.

Parametros

Leucocitos (x 103/uL)

Categorias*

Grupo
Control

Grupo Al

Grupo A2

Media £ DE 6,51+1,12 5,81+1,93 9,86+2,78 6,66+2,87 7,97+2,54

Bajo <3,55 9% (n=5) 8% (n=1) 12% (n=5) 5% (n=4)

Bajo-normal >3,55-5,55 35% (n=19) 0 31% (n=13) 9% (n=7)

Normal >5,55-12 56% (n=30) 92% (n=12) 57% (n=24) 58% (n=43)

Alto >12 0 0 0 9% (n=7)
Cayado (x 10°/pL)

Media £ DE 0 0,05+0,37 0 0 0

Normal >0-0,12 98% (n=53) 100% (n=13) 100% (n=42) 1% (n=1)

Alto >0,12 2% (n=1) 0 0 99% (n=73)
Neutrofilos (x 10°/uL)

Media £ DE 1,62+0,40 2,00+0,75 2,69+1,18 1,22+0,54 2,44+1,35

Bajo <0,6 4% (n=2) 8% (n=1) 7% (n=3) 11% (n=8)

Bajo-normal >0,6-1,5 24% (n=13) 8% (n=1) 67% (n=28) 11% (n=8)

Normal >1,5-4 72% (n=39) 85% (n=11) 26% (n=11) 72% (n=53)

Alto >4 0 0 0 7% (n=5)
Eosinofilos (x 10%/uL)

Media £ DE 0,16+0,04 0,55+0,34 0,57+0,70 0,55+0,51 0,71+0,62

Normal >0-2,4 100% (n=54) 100% (n=13) 100% (n=42) 100% (n=74)

Categorias™: Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacun

o) (Maxie y Jubb 2007)
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Tabla 4 (cont.). Datos analiticos del leucograma en los grupos estudiados.

Parametros

Basofilos (x 103/uL)

Categorias*

Grupo Grupo Al
Control

(n=10) (n=54)

Grupo A2

(n=13)

Media + DE 0 0,003+0,01 0 0 0,008+0,02
Normal >0-0,2 100% (n=54) 100% (n=13) 100% (n=42) 100% (n=74)
Linfocitos (x 10°/puL) 4,32+1,68
Media + DE 4,02+0,56 2,18+1,06 6+2,46 4,10+2,14 9% (n=7)
Bajo <2,5 65% (n=35) 15% (n=2) 29% (n=12) 18% (n=13)
Bajo-normal >2,5-3,5 22% (n=12) 0 17% (n=7) 70% (n=52)
Normal >3,5 13% (n=7) 85% (n=11) 55% (n=23) 3% (n=2)
Monocitos (x 10°/uL)
Media £ DE 0,71+0,12 1,02+0,58 0,73+0,23 0,82+0,49 0,49+0,27
Normal <0,85 46% (n=25) 70% (n=9) 62% (n=26) 91% (n=67)
Alto >0,85-1,25 26% (n=14) 31% (n=4) 21% (n=9) 9% (n=7)
Muy alto >1,25 27% (n=15) 0 17% (n=7) 0

Categorias : Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007).
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Grafico 3. Leucocitos en los grupos estudiados.
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Grafico 4. Neutrofilos en los grupos estudiados.
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Linfocitos (x 103/uL)
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Grafico 5. Linfocitos en los grupos estudiados.
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Grafico 6. Monocitos en los grupos estudiados.
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Tabla 5. Datos analiticos de los parametros hematicos relacionados con la coagulacion en los grupos estudiados.

Parametros Categorias* Grupo Grupo Al Grupo A2 Grupo B

Control (n=54) (GERK)) (n=42)
(GER))

Trombocitos (x 10°/uL)
Media + DE 373+120 194+116 328+157 177+£106 253 +£84
Muy bajos >0-150 35%(n=19) 15%(n=2) 46%(n=19) 9% (n=b5)
Bajos >150-300 44%(n=24) 23%(n=3) 43%(n=18) 21% (n=12)
Normal >300 20%(n=11) 62%(n=8) 10%(n=4) 70% (n=40)
Fibrinogeno (g/L)
Media + DE 3,10+0,33 2,87+6,37 No No No
Bajo <300 61%(n=38) No No No
Normal =300 39%(n=24) No No No
TP (sec)
Media + DE 24,5+2,3 33,3+5,8 No No No
Normal >22-55 100%(n=62) No No No
TTP (sec)q
Media + DE 25,7+4,6 26,2+5,2 No No No
Normal >22-64 100%(n=62) No No No

Categorias': Categorizacion de las variables numéricas segun los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007).

! La analitica correspondiente no se realizdé en 19 animales por estar las muestras hemolizadas
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Pruebas de coagulacion

El perfil de coagulacion del grupo A1l reveld que los tiempos activados par-
ciales de tromboplastina (TTPA) y protrombina (TP) no estaban alterados.
En el estudio, los niveles de fibrindgeno plasmatico eran bajos en el 61%

del grupo Al y normales en el resto de grupos estudiados (tabla 5).

Perfil bioquimico

Se realizd bioquimica sanguinea en los grupos Al, A2 y B. Los valores de
glucosa sérica, creatinina, urea, nitrégeno, calcio, fosforo, aspartato amino
transferasa y gamma glutamil transferasa (GGT) estuvieron dentro de los
valores de referencia en la mayoria (>95%) de los animales de los grupos
estudiados. También el nivel de hierro sérico fue normal en la mayoria de
los animales (78% grupo A1, 100% grupo A2, 88% grupo B).y se encontré
bajo en un pequefio porcentaje (21% grupo Al).

Existié hipoalbuminemia relevante en el 39% de los animales del grupo Al
y en el 18% del grupo B.

La relacién albumina/globulina fue baja (< 0,8 g/L) en la mayoria de los
animales de los grupos Al y B (62% y 76% respectivamente). Cuando se
estudiaron por separado las fracciones de las globulinas se observé que las
a-globulinas estuvieron dentro del rango de referencia y las B-globulinas
estuvieron bajas (< 0,8 g/L; 66%, grupo Al; 77%, grupo A2) o normales
(rango 0,8-1,12 g/L) en el (63% grupo B). Por el contrario, las gamma-

globulinas estuvieron aumentadas (>2,23 g/L) en un porcentaje relevante
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de los animales (66%, grupo Al; 86%; grupo B; 31%, grupo A2). Los valo-

res de proteinas séricas en los grupos de animales se detallan en la tabla 6.
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Tabla 6. Datos analiticos de las proteinas séricas en los grupos estudiados.

Parametros

Categoria*

Grupo
Control
(n=10)

Grupo Al

(n=54)

Grupo A2

(n=13)

Proteinas Totales (g/L)

Media £ DE 75,5+3,5 73,0+9,4 71,8+3,7 78,5+5,7

Baija <6,5 9% (n=6) 0 0

Normal >6,5-7,8 67%(n=43) 100% 51%(n=26)

Alta >7,8 23%(n=15) 0 49%(n=25)
Albuminas (g/L)

Media £ DE 31,6+2,4 31,5+6,3 36,5+4,4 32,3%£2,9

Baia <3 39%(n=25) 0 18%(n=9)

Normal >3 61%(n=39) 100% 82%(n=42)
Relacion A/G!

Media £ DE 0,77+0,21 0,77+0,21 1,08+0,30 0,71+0,12

Baia <0,8 63%(n=40) 8% (n=1) 77%(n=39)

Normal >0,8-0,99 21%(n=13) 46%(n=6) 22%(n=11)

Alta >0,99 16%(n=10) 46%(n=6) 2%(n=1)
a-Globulinas (g/L)

Media £ DE 10,4+0,7 9,2+1,0 10,3+1,0 9,0+1,2

Normal >0,75-1,2 100% 100% 100%
B-Globulinas (g/L)

Media £ DE 10,5+2,0 7,7%£2,8 6,6%+1,3 10,3+3,1

Baija <0,8 66%(n=42) 80%(n=10) 14%(n=7)

Normal >0,8-1,12 27%(n=17) 23%(n=3) 63%(n=32)

Alta >1,12 8% (n=64) 0 24%(n=12)
v-Globulinas (g/L)

Media £ DE 10,9+0,2 7,7x2,1 18,2+4,4 26,7+4,9

Baija <1,69 8% (n=64) 46%(n=6) 2%(n=1)

Normal >1,69-2,23 27%(n=17) 23%(n=3) 12%(n=6)

Alta >2,23 66%(n=42) 31%(n=4) 86%(n=44)

Categorias': Categorizacion de las variables numéricas segun los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007).
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D. Urianalisis

Todos los animales de los grupos estudiados (A1, A2 y B) tenian valores de
pH normales en orina y ausencia de glucosuria. En la mayoria de las mues-
tras no habia leucocitos (grupo A1, 93% 55/59; grupo B 95% 2/43), nitritos
(grupo Al, 96% 57/59; grupo B, 97% 42/43), cuerpos cetonicos (grupo Al,
89%, 53/59; grupo B, 72%, 31/43), o bilirrubina (grupo Al 91%, 54/59;

grupo B 95%, 41/43).

Proteinuria

En el grupo Al se detectd proteinuria moderada en el 40% de los animales
(24/59) y severa en el 20% (12/59). En el grupo B hubo trazas de proteinu-
ria en el 27% (12/43) de los animales; un 60% (26/43) presentaban pro-

teinuria baja y un 11% (5/43) tenia proteinuria moderada.

Microhematuria

Se utilizaron tiras de orina para medir la microhematuria en el analisis de
campo. En el grupo Al, un 33% de los casos (20/59)no presentaban micro-
hematuria, existian trazas en el 10% (6/59), se detectd sangre 1+ en el 8%
(5/59), sangre 2+ en el 1% (7/59) y sangre 3+ en el 35% (21/59). En el
grupo B los resultados fueron negativos en el 53% (23/43) de los casos, un
11% (5/43) tuvo trazas, un 9% (4/43) sangre 1+, un 16 (7/43) sangre 2+

y en un 9% de los animales (4/43) sangre 3+.
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Sedimento urinario

Se realizaron dos analisis separados del mismo sedimento urinario: analisis
1 (laboratorio del HCV) y analisis 2 (laboratorio privado de analisis).
Analisis 1. El andlisis del sedimento de orina realizado en el grupo A1l re-
velé microhematuria negativa (< 6 eritrocitos por campo), en un 51%
(29/56), positiva (6-20 eritrocitos por campo) en un 19% (11/56), mode-
rada (20-100 eritrocitos por campo) en un 12% (87/56) y severa (>100
eritrocitos por campo) en un 16% (9/56) de los animales. No existi6 des-
camacion epitelial en el sedimento en el 17% (10/56) de los animales, la
descamacion fue ocasional en el 57% (32/56), moderada en el 19%
(11/56) y abundante en el 5% (3/56) de los casos (tabla 8).

Analisis 2. El examen microscopico del sedimento urinario de las muestras
remitidas al laboratorio, reveld la presencia de hematuria en un 19% (grupo
Al) y un 17% (grupo B) de las vacas. Un 51% de las vacas del grupo Al y
un 39% del grupo B presentaban células desescamadas procedentes del
epitelio de transicion de las vias urinarias en valores superiores a los consi-
derados normales para la especie (1-2 por campo, 40X). Ademas, se obser-
varon respectivamente, un 40% y un 17% de citologias que presentaban
nidos celulares, generalmente asociados al desarrollo de procesos hiperpla-
sicos y proliferativos en el epitelio de las vias urinarias. El estudio citoldgico
con técnicas convencionales no permitié diagnosticar con precision el tipo
de proceso hiperplasico/inflamatorio.

La presencia de bacterias fue de un 8% en el grupo A1 y un 17% en el gru-

po B.
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Tabla 7. Urianalisis mediante tiras de orina en los grupos Al y B.

Parametros Grupo Al Grupo B
n=59 n=43
Leucocitos
No 93% (n=55) 95% (n=41)
Si 7% (n=4) 5% (n=2)
Nitritos
No 97% (n=57) 98% (n=42)
Si 3% (n=2) 2% (n=1)

Cuerpos cetonicos

No 90% (n=53) 72% (n=31)

Si 10% (n=10) 28% (n=12)
Bilirubina

No 92% (n=54) 95% (n=41)

Si 8% (n=5) 5% (n=2)
Proteinas

No 0 0

Trazas 8% (n=5) 28% (n=12)

1+ 31% (n=18) 60% (n=26)

2+ 41% (n=24) 12% (n=5)

3+ 20% (n=12) 0
Hematuria

Ausencia 34% (n=20) 54% (n=23)

Trazas 10% (n=6) 12% (n=5)

Sangre 1+ 8% (n=5) 9% (n=4)

Sangre 2+ 12% (n=7) 16% (n=7)

Sangre 3+ 36% (n=21) 9% (n=4)

Tabla 8. Analisis del sedimento urinario en el grupo Al.

Parametros Grupo Al
n=56
Microhematuria
Negativa 52% (n=29)
Positiva 20% (n=11)
Moderada 12% (n=7)
Severa 16% (n=9)
Células epiteliales descamadas
Negativa 18% (n=10)
Positiva 57% (n=32)
Moderada 20% (n=11)
Severa 5% (n=3)

70




Resultados

E. Estudio Multivariante: analisis estadisticos de

variables miltiples. tipologia.

Los analisis estadisticos multivariantes realizados en cada grupo de estudio
(A1, A2, B y C) permitieron clasificar animales con caracteristicas analiticas
comunes, estadisticamente significativas. Dado que en estos analisis em-
plean sélo casos completos (todas las variables con datos conocidos), el
nimero de casos en el grupo Al descendié a 47, en el A2 se mantuvo en

13, en el grupo B bajé a 54 y se mantuvo en 74 en el grupo C.

Grupo A1l. El andlisis estadistico establecid 3 clases o subgrupos de anima-
les con caracteristicas similares en las variables estudiadas (grafico 7).

Grupo A1, clase 1. En la clase 1 el procedimiento estadistico incluyé 22

animales con una edad media de 6,8 afios (p=0,005) que tuvieron va-
lores normales en muchas de las variables estudiadas: sin anteceden-
tes de hematuria, ausencia de hematuria actual (p=0,008), niveles
normales de eritrocitos (p=0,009), hematocrito (p=0,001), hemoglo-
bina (p=0,001), leucocitos (p=0,000), neutrdéfilos (p=0,008), linfocitos
(p=0,018), albuminemia (p=0,000), relacién albumina/globulina
(p=0,000), microhematuria negativa en sedimento (recuento)
(p=0,042), ausencia de leucocitos en orina (p=0,016) y bilirrubina en
orina negativa (p=0,011).

Los animales incluidos en esta clase presentaron algunas alteraciones,
como trazas de sangre en orina (medido con tiras de orina) (p=0,000),

una marcada trombocitopenia (p=0,036) y algunas células de transi-
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cion ocasionales en el sedimento (p=0,027). Este grupo se caracterizd
ademas por una marcada monocitosis (p=0,004).

Grupo Al, clase 2. En la clase 2 se agruparon 26 animales con 9,1 afios de

media (valor no significativo) y presentaron valores normales de eri-
trocitos (p=0,002), hematocrito (p=0,001), hemoglobina (p=0,002),
niveles bajos-normales de leucocitos (p=0,000), bilirrubina negativa
(p=0,003), leucocitos negativos (p=0,005), células de transicién en
sedimento (p=0,010) y alteraciones bajas, moderadas o severas en
numerosas variables: linfopenia (p=0,000), moderada monocitosis
(p=0,012), hipoalbuminemia (p=0,022), hipergammaglobulinemia
(p=0,003), relacién albumina/globulina baja (p=0,000), moderada mi-
crohematuria-recuento, (p=0,045).

Grupo Al, clase 3. En la clase 3 se incluyeron 6 animales con una edad me-

dia de 12,8 anos (p=0,008) con mucosas palidas (p=0,004), hematu-
ria (p=0,011) y numerosos parametros alterados: nivel de eritrocitos
bajo (p=0,000), hematocrito bajo (p=0,000), hemoglobina baja
(p=0,000), leucopenia (p= 0,000), neutropenia (p=0,005), linfopenia
(p=0,036), hipoproteinemia (p=0,004), hipoalbuminemia (p=0,006),
hipogammaglobulinemia (p=0,002), microhematuria mediante tira de
orina 3+ (p=0,002) y microhematuria severa mediante recuento
(p=0,0016), leucocitos en orina (p= 0,006) y bilirrubina en orina posi-
tivo (p=0,000). Valores normales de monocitos (p=0,006) y plaquetas

(p=0,029).
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Grafico 7. Datos analiticos del grupo Al.

Grupo B. Los analisis de variables multiples dividieron al grupo en dos cla-
ses de animales con caracteristicas analiticas similares (grafico 8).

Grupo B, clase 1. Integrado por 23 animales con valores normales de leuco-

citos (p< 0,001), linfocitos (p< 0,001), eritrocitos (p< 0,001), hemato-
crito (p= 0,001), hemoglobina (0,002) y una marcada monocitosis (p=
0,002).

Grupo B, clase 2. Integrado por 19 animales con niveles bajos-normales

(p<0,001) o bajos (p=0,005) de leucocitos, nivel bajo (p<0,001) o ba-
jo-normal (p=0,008) de linfocitos, nivel bajo-normal de eritrocitos
(p<0,001), neutrdéfilos con niveles, bajo o bajo-normal (p=0,008), ni-
veles normales de hemoglobina (p=0,009) y un recuento normal de
monocitos (p<0,001).

Aunque no existid asociacién estadisticamente significativa con la pre-
sencia de eritrocitos en orina (trazas 1+, 2+, 3+) en ninguna de las

dos clases, el 59% de los animales de las clase 1 tuvo una presencia
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menor de eritrocitos (1+ 6 2+) que los animales en la clase 2. Todos

los animales con eritrocitos 3+ fueron incluidos en la clase 2

Muy alta B Eritrocitos
I | eucocitos
1 GrUpO B Hl Neutrofilos
Al A |infocitos
o4 I Monocitos
Bl Trombocitos

Normal _|

Bajo- _]
normal

Bajo |

Muy bajq]

P<0.001
P< 0.001

Clase 1 Clase 2
Fase Inicial Fase Intermedia
= No hematuria ®"Microhematuria moderada

Grafico 8. Datos analiticos del grupo B.

Grupo C

Los resultados del grupo C compuesto por un total de 74 animales estan
resumidos en el grafico 9 y descritos en las siguientes tablas (Tabla 9,
10y 11).

Grupo C clase 1 Compuesto por 19 animales con una media de edad de 4,7

anos que tenian valores normales significativos en muchas de las va-
riables estudiadas: hematuria negativa (p=0,00), con valores de
hematies (p=0,00), linfocitos (p=0,00), hematocrito normales

(p=0,00)_y monocitosis moderada (p=0,00).

74



Resultados

Grupo C clase 2. Integrado por 22 animales con una media de edad de 8,5
afos y con valores de neutrofilos altos (p=0,00), leucocitos en valores
normales (p=0,002), hematies con valores de normales a bajos
(p=0,002), hematocrito normal bajo (p=0,00) y monocitos en cantidad
normal.

Grupo C clase 3. Integrado por 33 animales presentd una media de edad de

10,5 afos y un nivel bajo de linfocitos (p=0,00), neutrofilos (p=0,00)

y leucocitos (bajo o medio-bajo) (p=0,00) con niveles normales de

monocitos.
Muy alto. = Eritrocitos
Leucocitos
: Grupo C Hl Neutrsfilos
A |infocitos
Alto - Il Monocitos

Bl Trombocitos

Normal |

Bajo- -
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Grafico 9. Datos analiticos del grupo C.
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Tabla 9. Datos analiticos de la serie roja en el grupo C, clases 1, 2 y 3.

Categoria* Grupo

Control
(n=10) CLASE 1 CLASE 3
(n=19) (n=22) (n=33)
Eritrocitos (x 10%/uL)
Media £ DE 7,10 £ 1,16 6,65+0,86 7,57+0,69 6,21+0,48 6,40+0,75
Baja-normal >4,34-6 5% (n=1) 32% (n=7) 24% (n=8)
Normal >6 95% (n=18) 68% (n=15) 76% (n=25)
Hematocrito (%)
Media = DE 38+4 3443 37+3 31+2 3443
Baja <25 0 5% (n=1) 0
Baja-normal >25-30 0 27% (n=6) 15% (n=5)
Normal >30 100% (n=19) 68% (n=15) 85% (n=28)
MCV (um?3) >40-60
Media £ DE 53,96+4,97 51,27+4,47 48,94+5,01 50,62+2,18 53,05+4,54
HCM (pg) >11-21
Media + DE 16,80+0,38 16,67+1,30 16,01+1,34 16,56+0,69 17,13+1,40
MCHC (g/L) >300-360
Media + DE 330,0+9,6 325,7+£12,0 328,2+14,6 327,2+8,8 323,3+11,9

Categorias™: Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007)_
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Tabla 10. Datos analiticos de la serie blanca en el grupo C, clases 1, 2 y 3.

. /] A A A
Leucocitos (x 103/pL)
Media £ DE 6,51+1,12 7,97+2,54 9,90+2,24 9,23+1,66 6,01+1,62
Bajo <3,55 8% (n=1) 0 9% (n=3)
Bajo-normal >3,55-5,55 0 0 21% (n=7)
Normal >5,55-12 74% (n=14) 91% (n=20)  70% (n=23)
Alto >12 26% (n=5) 9% (n=2) 0
Neutrofilos (x 10%/uL)
Media + DE 1,62+0,40 2,44+1,35 3,64+1,06 1,68+0,89
Bajo <0,6 11 (n=2) 0 18% (n=6)
Bajo-normal >0,6-1,5 5% (n=1) 0 21% (n=7)
Normal >1,5-4 84% (n=16) 77% (n=17)  61% (n=20)
Alto >4 0 23% (n=>5) 0
Linfocitos (x 10°/puL)
Media + DE 4,02+0,56 4,32+1,68 6,00+1,84 3,45+0,99
Bajo <2,5 0 5% (n=1) 18% (n=6)
Bajo-normal >2,5-3,5 5% (n=1) 18% (n=4) 24% (n=8)
Normal >3,5-7,5 84% (n=16) 77% (n=17) 58% (n=19)
Alto >7,5 11% (n=2) 0 0
Monocitos (x 10°/uL)
Media + DE 0,71+0,12 0,49+0,27 0,70+0,29 0,35+0,20
Normal <0,85 74% (n=14) 91% (n=20)  100% (n=33)
Alto >0,85-1,25 26% (n=5) 9% (n=2) 0

Categorias : Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007).
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Tabla 11 Datos analiticos de la serie blanca en valor porcentual en el grupo C, clases 1, 2 y 3. Valores™: Valores normales en

relacion al grupo control.

Categoria*

Grupo
Control
((210)) CLASE 1

Neutrofilos (%)
Media + DE 31,09+10,31 29,50+12,51 23,80+11,51 39,18+8,21 26,33+11,79
Bajo <6 0 0 0
Bajo-normal >6-15 16% (n=3) 0 21% (n=7)
Normal >15-45 79% (n=15) 86% (n=19) 76% (n=25)
Alto >45 5% (n=1) 14% (n=3) 3% (n=1)
Linfocitos (%)
Media + DE 52,43+£15,02 54,93+£15,23 61,05+14,21 44,969,224 58,06+15,79
Bajo <25 0 0 0
Bajo-normal <25-35 16% (n=3) 0 21% (n=7)
Normal >35-75 79% (n=15) 86% (n=19) 76% (n=25)
Alto >75 5% (n=1) 14% (n=3) 3% (n=1)
Monocitos (%)
Media + DE 6,53+2,48 6,25+3,08 7,21+2,86 6,09+2,49 5,82+3,4
Normal <8 58% (n=11) 73% (n=16) 64% (n=21)
Alto >8-12 42% (n=8) 27% (n=6) 33% (n=11)
Muy alto >12 0 0 3% (n=1)

Categorias™: Categorizacion de las variables numéricas segln los valores normales del grupo control y los valores de referencia en el

ganado vacuno (Maxie y Jubb 2007)_
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F. Hallazgos macroscopicos e histopatoldgicos.

Las vacas con hematuria a las que se les realizdé la necropsia (n=3, anima-
les V1, V2, V3) de la explotacién A, grupo Al presentaron neoplasias en la
vejiga de la orina con marcadas areas hemorragicas macroscopicas (ilustra-
cion 8 y 9). Histolégicamente se correspondieron con tumores mixtos, en
los que la parte epitelial era un carcinoma con células de transicién y la par-
te mesenquimatosa era un hemangiosarcoma de elevado grado de maligni-

dad histolodgica (ilustraciéon 10y 11).

Ilustracion 8. Tumores en vejiga de la orina. Necropsia vaca V1
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Ilustracion 9. Tumores en vejiga de la orina. Necropsia vaca V4

La necropsia de la vaca que no presentaba macrohematuria (V4), también
de la explotacién A (grupo A1, reflejé un engrosamiento difuso de la pared
de la vejiga de la orina y un enrojecimiento de la mucosa. Histolégicamente
se diagnosticé como cistitis con hiperplasia con algunas zonas displasicas.
En las necropsias realizadas no se hallaron otras alteraciones macroscépicas
excepto la transformacion de médula ésea (femoral) en los casos V1, V2 vy
V3 a una sustancia grasa amarillenta (severa atrofia). Los hallazgos histold-
gicos coincidentes en los 4 casos fueron: nefritis intersticial cronica leve, de
leve a moderada enteritis parasitaria crénica, hepatitis multifocal crénica
leve y de leve a moderada atrofia de la pulpa blanca y roja del bazo. En uno
de los casos (V2) se observé angiomatosis capilar focal en el higado.

El estudio estadistico multivariante de los valores analisticos sangui-
neos y urinarios de las vacas necropsiadas, incluyd a estos animales en las

diferentes clases: dos de las vacas con hematuria (V2 y V3) se incluyeron
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en el grupo Al clase 3 y la vaca sin hematuria macroscépica (V4, cistitis
hiperplasica) fue incluida en el grupo Al clase 2. El animal V1 no presentd
datos completos en todas las variables por lo que fue excluido del estudio

multivariante.

Ilustracion 10. Necropsia vaca 4, con HEB tumor en vejiga de la ori-

na (H/E), tumor mixto: carcinoma de transiciéon (a)/hemangiosarcoma (b)
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Ilustracion 11. Necropsia vaca 4, detalle de la porcion hemangiosarco-

matosa.
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DISCUSION

A. Fases clinicas de la HEB

Una de las principales aportaciones del estudio de los valores analiticos del
ganado vacuno expuesto al consumo de helechos, es el analisis de explota-
ciones completas y la caracterizacion de la HEB en fases cronoldgicas del
desarrollo de la intoxicacion, a través del analisis estadistico de las variables
multiples realizado. Este trabajo caracteriza, por primera vez, la existencia
de fases consecutivas en el curso de la enfermedad con cambios analiticos
especificos, que hasta la fecha no habian sido descritas.

En el estudio de las tres explotaciones, hemos podido determinar la existen-
cia de grupos de animales (clases) que agrupan a los animales en funcidn
de los cambios analiticos y su intensidad.

El estudio se ha realizado en dos periodos diferentes de tiempo y en distin-
tas explotaciones, obteniéndose resultados similares que se repiten en el
tiempo. Este hecho refuerza la existencia de distintas etapas en la intoxica-
cion cronica por helechos, determinadas por parametros anliticos sanguine-
0s y urinarios, que, en nuestra opinién representan diferentes fases de la
enfermedad.

En el grupo A se establecieron 3 grupos de animales con resultados analiti-

cos similares.
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Clase 1 (fase inicial con muchos parametros normales y una monocitosis
elevada), clase 2 (fase intermedia con valores normales en algunos para-
metros y niveles altos de monocitos) y clase 3 (fase final con numerosos
parametros alterados y niveles normales de monocitos). Los hallazgos de
las necropsias realizadas en esta explotacion, corroboran las fases analiticas
de la enfermedad, las dos vacas con neoplasias en la vejiga de la orina, se
encontraban en el estado final (clase 3, grupo Al), mientras que la vaca con
cistitis e hiperplasia (considerada como posible lesién pretumoral (Sardon et al.
2005)) se incluyd en la fase intermedia (clase 2, grupo Al).

Las dos clases de animales obtenidas del andlisis de variables multiples en
el grupo B: clase 1 (fase inicial, parametros normales con monocitosis) y
clase 2 (fase intermedia, alteraciones leves o moderadas en los parametros
con niveles normales de monocitos), son comparables a las clases obtenidas
en el grupo Al. En la granja B no se establecié una tercera clase de anima-
les en estado final de HEB, probablemente debido a la menor severidad de
la intoxicacion en estos animales respecto a los de la explotacion A, posi-
blemente debido al manejo nutricional con suplemento en épocas de esca-
sez de pasto en el grupo B.

Los hallazgos analiticos en las vacas adultas eran muy similares en las dos
explotaciones A y B, lo que le da coherencia a nuestros hallazgos.

En el grupo C, se caracterizaron tres clases de animales en funcion de los
valores analiticos alterados mas importantes: la clase 1 compuesta por
animales jovenes de edad media 4,6 afios, con valores analiticos normales
en la serie blanca y roja y con monocitosis moderada; la clase 2, en la que
se incluyen animales adultos con una media de edad de 8 afios, y con alte-

raciones de los valores de leucocitos de moderadas a bajas sin monocito-
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sis;la clase 3 integrada por animales de edad media 10 afos con alteracio-
nes moderadas en la serie blanca, leucopenia y linfopenia, con valores nor-
males de monocitos.

En conjunto, las alteraciones analiticas en el grupo C son menores que en
los grupos A y B, probablemente debido a un consumo de helechos menor,
ya que estos animales reciben un suplemento alimenticio diariamente.

Los resultados en animales mas jévenes (grupo A2) indican que una inges-
tion crénica de helecho durante menos tiempo, afecta a los parametros
hematoldgicos antes de que aparezcan las lesiones de la vejiga, cursando
con un nivel de monocitos bajo en algunos animales y monocitosis elevada
en una proporcion importante de ellos (31%).

En el estudio estadistico de todos los animales en conjunto (n=161) se es-
tablecieron dos clases (1, n=27 y 2, n=134), que agrupan a los animales en
funcion de variables estadisticas comunes. Dada la diferencia de intensidad
de las alteraciones en las tres granjas, debido probablemente al manejo
alimentario, no se pudieron establecer con claridad diferencias en cuanto a

edad y alteraciones significativas del estudio inter-granja.

B. Monocitosis como marcador de enfermedad inicial

Uno de los hallazgos mas importantes que ademas no ha sido descrito con
anterioridad es el significativo incremento del nivel de monocitos en sangre
encontrado en la mayoria de los animales del grupo Al (53%), y en menor
cantidad en los grupos B (38%), A2 (31%) y C (9%). La monocitosis no
habia sido descrita previamente en casos de HEB, salvo en un animal con
HEB, (Gabriel etal. 2009) |5 que se puede atribuir al hecho de que en otros estu-
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dios anteriores se han analizado vacas con hematuria clinica, es decir, en la
fase final de la enfermedad, en la que, de acuerdo con nuestros datos, el
nivel de monocitos se encuentra dentro de los valores normales.

Los monocitos son leucocitos de la serie de los agranulocitos, que se carac-
terizan por tener un nucleo de forma variable y un citoplasma de color azul-
gris, que se vacuoliza frecuentemente. Estan ausentes, o presentes en can-
tidades reducidas (2-7% del total de leucocitos) en la sangre periférica y
son muy similares morfolégicamente y cuantitativamente en todas las espe-
cies domesticas (Schalmy Jain 1986)

En ganado vacuno adulto se estiman valores normales de hasta 0,3 mi-
les/mms con un rango que varia entre 0-6% (Fonat1980) 5 3_704 de los leuco-
citos (Weiss et al. 2010).

La monocitosis, definida como un aumento del niUmero de monocitos en
sangre puede estar producida por distintas causas. En el ganado bovino se
ha descrito en enfermedades crénicas por un estimulo crénico sobre el sis-
tema reticulo endotelial como la tuberculosis, micosis, listeriosis, brucelosis,
toxoplasmosis, abscesos multiples y en presencia de tumores de la medula

(Dirksen et al. 2005 )

0sea como la leucosis monocitica . Tras la administracion de

medicamentos como la dexametasona, se observa monocitosis asociada a

a (Anderson et al. 1999). Los mono-

leucocitosis, neutrofilia, eosinopenia y linfopeni
citos también aumentan en casos de estrés, por la liberacion de cortisol en
el periparto (Megliaetal. 2005 5 hor |3 reaccién a la presencia de parasitos san-
guineos (Tripanosoma vivax)(Sive etal. 1999),

En conejos parasitados por garrapatas y alimentados con una dieta basada

en semillas de Jatropha curcas, planta con efecto acaricida, produce una

elevada monocitosis (APdel-Shafy etal. 2011)
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Se ha encontrado una marcada monocitosis y un incremento en los niveles
de TNFa (factor de necrosis tumoral a) en ratas a las que se le administra-
ban dosis intravenosas multiples de PTA (ptaquildésido activado, el carciné-
geno mas potente presente en el helecho) (Shahin etal. 1998) . astos qutores su-
gieren que la exposicién al PT puede demostrarse valorando los niveles de
monocitos y TNFa en sangre circulante.

Nuestro estudio indica también la aparicidon de monocitosis tras la exposi-
cion natural al helecho, posiblemente como reaccién inicial frente a su ac-
cion toxica o carcinogénica. De acuerdo con nuestros resultados, la monoci-
tosis se podria emplear como indicador diagnostico inicial de animales in-
toxicados en las fases previas (preclinicas) de la enfermedad, ya que, aun-
gue la monocitosis puede aparece en diversos procesos patoldgicos, que
hemos mencionado anteriormente, no es frecuente en grandes animales (V"
Metre 2009).

Como hemos indicado, la intensa monocitosis existente en las fases iniciales
de la HEB, podria indicar una reaccion temprana a alguno de los componen-
tes téxicos y carcindégenos del helecho como el PT y podria usarse como
marcador temprano de la enfermedad. Los porcentajes de monocitos altos o
muy altos en los grupos puede sugerir ademas de la exposicidon al consumo
de helechos, la intensidad del consumo: 53% de animales con monocitosis
del grupo Al frente al 9% del grupo C sujeto a un suplemento nutricional
diario.

Este hecho es especialmente notorio en el 31% de los animales jovenes del
grupo A2, que manifestaron monocitosis sin otra alteracion significativa. Los
valores normales de monocitos en valores absolutos encontrados en la fase

final de la enfermedad de todos los grupos estudiados, podria ser reflejo de
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la depresion general de médula 6sea que causa panleucopenia debida a las
sustancias toxicas mielosupresoras presentes en el helecho (Vallly Parry 1993) “y/4
que los porcentajes relativos de monocitos se mantienen elevados (18-
20,4%). durante las distintas fases de la enfermedad en el 65% de todos

los animales estudiados.

C. Otros hallazgos analiticos de interés

Las plaquetas se encontraron disminuidas en la mayoria de los animales de
los grupos Al (80%) y B (90%). Un porcentaje menor de animales del gru-
po A2 (38%) presentaba un nivel bajo de plaquetas y en el grupo C existie-
ron valores casi normales en el 70% de los animales. Una vez mas la seve-
ridad de las alteraciones analiticas es menor en el grupo C y sugiere una
relacién entre el manejo nutricional y la afectacion de los animales.

Se han descrito varias sustancias hemoliticas y hemorragicas en los hele-
chos (Tatur Rasa etal. 1999) " Aynque las plaquetas y el fibrindgeno (grupo Al) es-
taban disminuidas en la mayoria de los animales, los tiempos de coagula-
cion (TP, TTP) fueron normales. Basandose en nuestros resultados no se
puede confirmar una funcién alterada del sistema hemostatico en los ani-
males analizados, en consonancia con otros estudios (Evans 1958; Jarrett
et al. 1978; Divers y Van Metre 2002; Di Loria et al. 2011). Los niveles ba-
jos de fibrindgeno pueden estar relacionados con una produccién hepatica
disminuida aunque las enzimas hepaticas estaban dentro de los limites
normales.

Los parametros analiticos de la funcién renal estudiados eran normales en
el 94% de los animales analizados.
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Otro hallazgo interesante es la elevada proporcion de gamma-globulinas
encontrada: 66% grupo Al y 86% grupo B; este aumento junto con la
hipoalbuminemia encontrada en algunos de los animales (39% grupo Al,
18% grupo B probablemente debido a malnutriciéon y pérdida de sangre) es
el responsable de que la relaciéon albumina / globulina sea baja en el 63%
del grupo Al y 77% del grupo B.

Se ha observado un incremento de las globulinas totales en HEB reproduci-
da experimentalmente en terneros (Prasady George 1986) En aste estudio la pro-
duccién incrementada de gamma-globulinas se atribuye a una respuesta de
las células plasmaticas por un estimulo crénico antigénico, pudiendo estar
relacionado con la ingestion del helecho al no encontrarse otras enfermeda-
des coexistentes. Hecho que coincide con los datos de nuestro estudio don-
de no encontramos otras enfermedades presentes.

La leucopenia existente en los animales de los distintos grupos estudiados
(44% grupo A1, 44% grupo B y 14% grupo C), coinciden con los estudios
previos publicados y siguen el patrén de los demas valores estudiados, que
se presentan en menor intensidad en el grupo C. La linfopenia aparece en el
65%, 15%, 29% y 18% y de los grupos Al, A2, B y C, respectivamente,
repitiéndose la disminucidon de la menor severidad de los cambios analiticos
en los cuatro grupos analizados (A1, A2, By C).

El menor porcentaje de animales con anemia, leucopenia y neutropenia se-
veras de nuestro estudio puede deberse a varios factores: la influencia del
periodo de afio en el que se realizd el muestreo (febrero y mayo) cuando el
consumo de helecho es minimo en las dos primeras explotaciones Ay B, y

septiembre, época de tedrico maximo consumo en la explotacién C.
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Pero no hemos podido establecer una relacion definitiva entre las alteracio-
nes encontradas, y la época del ano en la que se realizo el estudio debido
probablemente a los distintos manejos alimentarios. También se desconoce
el tiempo que pueden tardar en hacer su efecto tdxico/carcinogénico los
componentes nocivos del helecho.

En nuestro estudio, el examen microscépico del sedimento urinario, reveld
la presencia de hematuria en un 19% (grupo Al) y un 17% (grupo B) de las
vacas. El hecho de que en ambos casos los datos del historial de hematuria
macroscopica fueran menores (10% y 2%, respectivamente) es indicativo o
bien de que sus estimaciones no fueron correctas o de que en muchos casos
esta hematuria no fuese macroscopicamente visible (microhematuria) lo
que dificulta su diagnostico.

Se observé microhematuria en el 45% de los animales del grupo Al y en el
34% del grupo B.

El sondaje uretral utilizado para obtener orina en algunos animales (n= 8)
pudo incrementar ligeramente la presencia de glébulos rojos y proteinas en
la orina en un numero reducido de animales.

Un 50% de las vacas del grupo Aly un 39% del grupo B presentaban célu-
las desescamadas procedentes del epitelio de transicidon de las vias urinarias
en valores superiores a los considerados normales para la especie (1-2 por
campo, 40X). Ademads, se observaron respectivamente, un 40% y un 17%
de citologias que presentaban nidos celulares, generalmente asociados al
desarrollo de procesos hiperplasicos y proliferativos en el epitelio de las vias
urinarias. El estudio citolédgico con técnicas convencionales no permitid

diagnosticar con precision el tipo de proceso hiperplasico/inflamatorio.
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La presencia de bacterias en la orina fue de un 8,8% en el grupo Al y un
17% en el grupo B. Debido al pequeio nimero encontrado y a la ausencia
de piuria en todas las muestras analizadas determino que su presencia pod-
ia deberse a una contaminacion durante la recogida de la orina. Ademas,
este hecho permitié descartar que las cistitis fueran causadas por procesos
infecciosos. El diagnostico diferencial entre las cistitis de origen infeccioso y
las causadas por ingestién la créonica de helechos reside en la presencia de
piuria de vacas afectadas por cuadros infecciosos (Radestis etal- 1994) | 5 gy sen-
cia de las mismas en nuestras muestras confirma que las cistitis cronicas no
son de origen infeccioso, si ho que parecen relacionarse con con la inges-
tion crénica de helechos.

Todos los estudios publicados con anterioridad(©luro' et al. 2008; Gabriel et al. 2009; Di
Loria et al. 2011) astydian los valores analiticos de los animales con HEB clinica,
selecionando de entre amplios colectivos, los animales que presentan
hematuria, pero no analizan el resto de los animales que comparten el
mismo manejo y por tanto el mismo riesgo de contraer la enfermedad. Hay

pocos estudios publicados sobre parametros analiticos de vacas que sufren

BEH (Pamukcu et al. 1967; Pamukcu et al. 1976; Muralimanohar y Balakrishnan 1995; Marrero et al. 2001; Divers y

Van Metre 2002; Giurgiu et al. 2008; Gabriel et al. 2009; Di Loria et al. 2011) La intoxicacién crénica

por helecho comin ademas de los tumores en vejiga urinaria, causa supre-
sidon medular y como consecuencia pancitopenia (V@' ¥ Pary 1993) cyy0 origen

son las toxinas mielosupresoras encontradas en las plantas (firone et al. 1984;

Hopkins 1990)

En general los resultados de este estudio corroboran los resultados de estu-
dios previos, aunque las anormalidades encontradas son menos graves que

aquellas indicadas en los otros estudios (anemia menos severa, ausencia de
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piuria) que son en su mayoria intoxicaciones crénicas inducidas experimen-
talmente o estudios sobre animales con HEB en fases finales.

Existe coincidencia en el porcentaje de HEB encontrado otros estudios, con
valores entre el 10%,21% y superiores al 50% que han sido descritos en
estudios en Turquia, Portugal e India respectivamente (P'teriaetal. 2011) " pharq
los valores medios encontrados en las explotaciones estudiadas, coinciden
con estudios recientes en zonas geograficas y climaticas similares a Espafa,

como Italia (Di Loria et al. 2011)

D. Importancia del diagnostico de animales con HEB
subclinica y su implicacion en la sanidad humana
y animal

La intoxicacidn crénica por helecho comun (Pteridium) causa hematuria
enzoodtica bovina (BEH) en vacas que lo ingieren durante periodos prolonga-
dos y produce lesiones hemorragicas y/o neoplasicas en vejiga de la orina
(McKenzie 1978; Smith et al. 1988; Xu 1992; Jubb et al. 1993; Van Metre 2009). Existen evidencias epi—
demioldgicas que indican los efectos del helecho y sus derivados sobre la
salud humana. La especie humana padece las consecuencias del efecto car-
cindgeno del helecho y desarrolla tumores en diversas localizaciones organi-
cas tras el consumo directo de la planta o mediante la ingestion de alimen-
tos procedentes de ganado vacuno (leche y derivados) alimentado con esta

a (Alonso-Amelot et al. 1992; Alonso-Amelot et al. 1998; Shahin et al. 1999)_ En este sentido, en

plant
determinadas zonas geogréficas, la mayor presencia de cancer de esoéfago y

estdmago en la especie humana se ha relacionado con el consumo directo o
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indirecto de los carcindgenos de los helechos (Hiravama 1975; Galpin et al. 1990) = pp
varios estudios publicados, se relaciona de forma clara que el cancer de
estdmago tiene mayor incidencia en areas donde las vacas se alimentan de
forma natural con helechos (Villalobos-Salazar 1985) " En 1996, Alonso-Amelot pu-
blicé un articulo en la prestigiosa revista Nature, alertando sobre el riesgo
de ingerir leche procedente de bovinos alimentados con helechos, ya que
contenia hasta un 9% del ptaquilésido (PT, el mayor carcindgeno contenido
en el helecho) ingerido por los animales al pastar helechos (Alonso-Amelot et al.

1996) E| paso de los carcindgenos del helecho a la leche ya habia sido pre-

(Evans et al. 1972)

viamente demostrado por Evans et al. Estudios posteriores

(Pamukeu et al. 1978; Evans 1987) "habian confirmado que la leche procedente de vacas
gue comen helechos contenia metabolitos carcindégenos, téxicos y mutagé-

nicos que no se hallaban en la leche de vacas normales.

Los animales que consumen helechos excretan PT con poder carcinégeno

por Ieche y orina (Pamukcu et al. 1966; Pamukcu et al. 1967; Evans et al. 1972; Pamukcu et al. 1980;

Villalobos-Salazar et al. 1990; Alonso-Amelot et al. 1992; Alonso-Amelot et al. 1996; Alonso-Amelot et al. 1998)

Este hecho, parece indicar una distribucién sistémica del compuesto y un
probable acumulo en musculo o visceras tales como el higado, destinadas al
consumo humano y de los animales (Sardon 2006)

En la actualidad, se desconoce la cantidad de PT que se almacena en estos
tejidos y que podria, por tanto, afectar al consumo humano. Los estudios
para la deteccién de las concentraciones de este compuesto en los tejidos
de ganado vacuno resultarian de gran interés para esclarecer las evidencias
epidemioldgicas existentes acerca de los efectos del helecho y sus derivados
sobre la salud humana. No obstante, el correcto aislamiento de esta molé-

cula resulta de gran dificultad debido a su inestabilidad, ya que, en condi-
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ciones acuosas, se transforma gradualmente en pterosina B (forma inactiva)
(Hikino et al. 1970; Sardon 2006) " Fingmente, el método de deteccidn y purificacidon del
PT mediante HPLC ha SidO publicado (Ojika et al. 1987; Smith et al. 1994; Burkhalter et al. 1996),
gracias al cual han comenzado las investigaciones sobre su bioquimica,
efecto mutagénico y presencia en fluidos organicos, aunque por el momento
no existe un método realmente eficaz y fiable.

El problema de la HEB desde el punto de vista clinico es el diagnostico, el
unico procedimiento diagnostico ante-mortem de la enfermedad esta basa-
do en la hematuria macroscépica clinica y el acceso del ganado a pastos
infestados con helecho comun, o la realizacidon de analisis de orina para de-
terminar microhematuria(Sanchez Villalobos et al. 2006)

La hematuria ocurre en casos avanzados pero puede estar ausente en fases
iniciales de la enfermedad (cistitis crénica) (Ve Metre 2009 5 an tumores carci-

nomatosos de vejiga sin componente hematico (P'vers v Van Metre 2002; Gabriel et al.

2009) " Es decir, es posible que haya animales con HEB subclinica cuyos pro-
ductos pasen al consumo humano al no ser detectados como enfermos. Es
necesario desarrollar métodos o estrategias diagndsticas que permitan la
identificacion de estos animales. En este sentido, este trabajo de Tesis Doc-
toral da un paso adelante al indicar la monocitosis y la posible utilizacidon de
combinaciones de valores analiticos obtenidos en los estudios estadisticos
multivariantes en las clases de fases iniciales, como unos posibles indicado-
res de enfermedad temprana.

La deteccién de animales con HEB inicial también es importante desde el
punto de vista ganadero. La ausencia de hematuria macroscopica en estos

animales no permite tomar medidas correctivas ni preventivas en el manejo

y la alimentacidn de los animales expuestos para prevenir su aparicion.
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Uno de los objetivos de este trabajo era buscar parametros especificos de la
enfermedad en su estado inicial con la utilidad potencial de ser marcadores
para un diagndstico clinico precoz, ya que las vacas expuestas inicialmente
al helecho sin hematuria clinica, pueden estar excretando o acumulando
carcinégenos.

Como ya se ha sefialado, la monocitosis puede ser un factor precoz para
detectar animales expuestos al consumo de helechos en las fases tempra-
nas de la enfermedad.

En un estudio realizado en Brasil, con vacas intoxicadas naturalmente por
helechos, se encontré que aquellos animales que presentaban microhema-
turia, tenian unos valores hematoldgicos normales y algunos de los anima-
les que presentaban macrohematuria, tenian leucocitosis con neutrofilia y
linfopenia. Aunque los autores no lo mencionan, cabe destacar que en los
resultados aportados en las tablas del estudio, los valores de monocitos
resultaron aumentados en las vacas que presentaban microhematuria res-
pecto a las que padecian macrohematuria (Fab° et @ 2005) | amentablemente,
este trabajo se publicé en una revista nacional brasilefia (Semina: Ciénc.
Agra) no recogida en el JCR del ISI.

En este estudio se han analizado tres explotaciones con HEB en zonas ge-
ograficas distintas, durante varios afios y en estaciones diversas (primave-
ra, otofio e invierno) el factor estacional puede ser muy importante, pues
los consumos de helechos pueden estar directamente relacionados con el
clima, que influye en la cantidad de pasto y puede variar de afio en afo,
pero en funcién de nuestros resultados, no hemos podido demostrar una

influencia clara.

95



Discusion

En el 2002 al comienzo del estudio, en la primera explotacién ganadera,
tanto el propietario como los técnicos de la zona, desconocian la causa de la
presencia de vacas con HEB, y no se suplementaba con forraje ni concen-
trado a las vacas durante las épocas de pasto, sobre todo en verano.

En el caso de las explotaciones B (2002) y C (2011) respectivamente, los
propietarios si conocian que la causa de la enfermedad, era el consumo de
helechos y comenzaban a tomar medidas correctoras para tratar de minimi-
zar el consumo de esta planta por parte del ganado, suplementando con
forrajes (paja de cereales, heno de hierba, avena en rama) y concentrado a
los animales.

En la explotacién B se suplementaba con forraje al final del verano y en la
explotacion C se suplementaba diariamente durante toda la época de pas-
tos.

La incidencia de HEB y la severidad de las alteraciones analiticas esta pro-
bablemente relacionada con el manejo nutricional de las explotaciones,
planteamiento que coincide con la distinta incidencia de la enfermedad des-
crita en las tres explotaciones, que fue maxima en la primera A, sin suple-
mento nutricional y menor en la tercera C, que tenia un suplemento alimen-
ticio durante todo el afio.

Podemos establecer también una posible relacién entre el nimero de ani-
males con hematuria clinica, anemia, leucopenia y trombocitopenia y el tipo
de alimentacion administrado a los animales en las distintas explotaciones
estudiadas.

En un futuro, seria importante disponer de métodos de diagnostico para
detectar posible presencia de PT en productos animales destinados al con-

sumo humano. La seguridad alimentaria cada vez presenta una exigencia
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mayor en cuanto a la trazabilidad de los productos carnicos y su seguridad.
La posibilidad de que productos procedentes de animales afectados de HEB
puedan tener capacidad para producir cancer en la especie humana esta
justificando los estudios cada vez mas amplios realizados sobre la HEB, co-
mo el realizado en esta tesis y que ha permitido conocer la incidencia y la
génesis de la enfermedad en explotaciones reales.

Hasta la fecha la relacién entre la HEB y el cancer en la especie humana, no
ha producido una alarma social, aunque es previsible que esto pueda acon-
tecer y por tanto seria necesario tener toda la informacion disponible para
informar a la opinion publica en materia de seguridad alimentaria.

La garantia de los productos destinados al consumo humano es un requeri-
miento del consumidor europeo y una preocupacion de las administraciones
de la Unidn Europea, donde existen paises con una prevalencia importante
de la enfermedad. Del conocimiento de las regiones o zonas con este pro-
blema podrian depender futuras actuaciones de las administraciones con
competencias en el sector agropecuario dirigidas a la no-utilizacién de de-

terminados pastos "infestados" de helechos, mediante campanas de infor-

macion dirigidas al ganadero o promoviéndose modificaciones en los siste-

mas de manejo en las zonas de riesgo (Sardon 2006),

E. Importancia del estudio en el contexto de la HEB
en espana

Existen muy pocas referencias sobre esta enfermedad en nuestro pais, pese

a que se conoce la existencia de regiones en las que el ganado bovino tiene
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acceso al consumo de helechos durante ciertos periodos al afio, en el norte
de la Peninsula y en zonas de montafia del resto (Castrovieio et al. 1986) ' E| jncre-
mento en los Ultimos afnos del nimero de animales que se alimentan de
pastos en determinadas areas de nuestro pais, como consecuencia del au-
mento del nimero de vacas de aptitud céarnica, (1.886.731 cabezas (Mnisteric
del medio ambiente rural y marino, 2010)y hace que pueda aumentar la incidencia de la
HEB. La cria de ganado vacuno en extensivo estd subvencionada por la
Unidn Europea y este hecho puede propiciar un manejo alimentario deficien-
te en el ganado en extensivo debido a la sobreexplotacién de los pastos, al
no existir una regulacion del nimero de animales por hectarea, sobre todo
en pastos publicos o dehesas comunales.

Otros aspectos a tener en cuenta y que favorecerian la ingesta de helechos
por parte del ganado vacuno y por tanto un incremento en el nimero de
animales afectados, como se ha comentado anteriormente, es la sequia, los
incendios de bosques, el uso de métodos agropecuarios inadecuados y la
deforestacion en general que, en los Ultimos afios esta en aumento. Estos
factores estan provocando que Pteridium spp. se encuentre en expansion en
todo el mundo (Smith y Seawright 1995).

El helecho (Pteridium spp.) es una de las plantas mas comunes en la tierra,
oportunista y muy resistente a condiciones adversas y a las enfermedades
(Smith 'y Seawright 1995) Todas estas caracteristicas, hacen que Pteridium aquili-

num, esté actualmente en expansién en Espafa debido a la actual situacion

de sequias periddicas y desertizacion.
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F. Originalidad, fiabilidad y posibles mejoras del
estudio

El estudio que presentamos sobre los valores analiticos de ganado vacuno
expuesto naturalmente al consumo de helechos, es el primero que se reali-
za en Espafna sobre la Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) y, como ya hemos
indicado, uno de los pocos en el ambito internacional en estudiar colectivos
completos de animales expuestos cronicamente al consumo de helechos con
una gran proporcidon de animales sin tumores instaurados. Ademas, se han
tenido en cuenta aspectos nuevos de la enfermedad que nunca antes se
habian descrito y que han permitido abordar el estudio de la HEB de forma
mas completa, desde el inicio de la enfermedad, hasta las fases finales.

El rigor de nuestro estudio se ve reforzado por el gran nimero de animales
incluidos, existiendo un elevado porcentaje de animales expuestos al con-
sumo de helechos sin signos de hematuria. El estudio habria sido mas com-
pleto si se hubieran realizado urianalisis de todos los animales en los que se
realizdé la analitica sanguinea. Sin embargo, creemos que el numero de
muestras urinarias son suficientes para llegar a conclusiones validas.

En este trabajo se ha abordado el estudio de una enfermedad que parece
emergente en nuestro pais y de gran importancia por sus posibles repercu-
siones sobre la salud humana y la rentabilidad del sector agropecuario. En
él se han tenido en cuenta nuevos aspectos de la HEB. Creemos que es ne-
cesaria la realizacién de nuevos estudios que permitan analizar mas en pro-

fundidad factores que han sido expuestos en esta Tesis Doctoral.
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CONCLUSIONES

1. En las explotaciones de ganado vacuno expuestas al consumo de
helechos y afectadas por HEB existen distintas fases de la enferme-
dad que se pueden identificar en funcién de los valores analiticos. Di-
chas fases se identifican en las distintas zonas geograficas estudiadas
e independientemente de la época del afio.

2. La fase inicial de la enfermedad se presenta en animales jovenes y se
caracteriza por la ausencia de hematuria y valores normales en todas
las variables estudiadas salvo marcadas trombocitopenia y, monoci-
tosis.

3. La fase intermedia se caracteriza por valores normales del hemo-
grama, niveles bajos—-normales de leucocitos con linfopenia, modera-
da monocitosis, hipoalbuminemia, hipergammaglobulinemia, relacion
albumina/globulina baja y moderada microhematuria.

4. La fase final se presenta en animales de edad avanzada con hematu-
ria y numerosos parametros alterados: numero de eritrocitos bajo,
hematocrito bajo , hemoglobina baja, leucopenia, neutropenia, linfo-
penia, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hipogammaglobulinemia,
microhematuria, leucosuria y bilirrubinuria, y valores normales de
monocitos y plaquetas.

5. Considerando que se trata de explotaciones cerradas, que se mantie-
nen con la recria de la explotacion, sin adquisicion de animales adul-
tos, las fases iniciales se detectan de forma significativa en animales

jovenes.
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La monocitosis se presenta en fases iniciales de la enfermedad, cuan-
do no se ha instaurado todavia la hematuria clinica y se podria utilizar
como meétodo analitico de diagndstico precoz de animales con HEB.

El manejo nutricional de los animales disminuye la prevalencia de fa-
ses avanzadas de HEB. Las alteraciones analiticas observadas dismi-
nuyen de intensidad en las explotaciones con la administraciéon de

suplemento alimenticio.
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RESUMEN

La hematuria enzodtica bovina (HEB) es un sindrome caracterizado por una
hematuria persistente, anemia y hemorragias producidas por la existencia
de tumores urinarios inducidos por la ingestién crénica de helecho comun
(Pteridium spp.). Nuestro objetivo ha sido describir los cambios analiticos
en sangre y orina en explotaciones de ganado bovino con antecedentes de
intoxicacidon por ingesta crénica de helecho comun para determinar parame-
tros con potencial valor diagnostico y si existen cambios en los valores
analiticos en funcion de los distintos manejos nutricionales de las explota-
ciones. Este estudio fue llevado a cabo en tres explotaciones bovinas con
antecedentes de HEB, la explotacion A con vacas de raza carnica local en
extensivo y las explotaciones By C, integradas por vacas cruzadas de apti-
tud carnica, también en extensivo, pero con variaciones en el manejo nutri-
cional. Los animales se clasificaron en cuatro grupos: grupo Al (explotacién
A, 66 vacas), grupo A2 (explotacion A, 13 novillas), grupo B (explotacién B,
54 vacas) y grupo C (explotacion C, 74 vacas). Se usaron 10 vacas sanas
como control. Se realiz6 un examen fisico completo (grupos Al, B y C), se
recogieron muestras de sangre (grupos Al, A2, B y C) y muestras de orina
(grupos Al y B). Se realizaron necropsias con estudio histopatolégico com-
pleto en 4 vacas. Se realizd un completo estudio estadistico con analisis
univariantes y multivariantes, considerandose significativas las asociaciones
con p<0,05. Los resultados analiticos mostraron anemia, leucopenia, mono-
citosis, trombocitopenia, hipergammaglobulinemia, microhematuria y pro-
teinuria en algunos de los animales. Los analisis estadisticos multivariantes

establecieron tres fases de la enfermedad con incremento en la severidad:
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una fase inicial caracterizada por una monocitosis extremadamente elevada
y la mayoria de parametros estudiados en valores normales; una fase in-
termedia con alteraciones analiticas moderadas y monocitosis y una fase
final con la mayoria de parametros alterados pero con niveles normales de
monocitos. Nuestros resultados indican que en las explotaciones de ganado
vacuno expuestas al consumo de helechos y afectadas por HEB existen dis-
tintas fases de la enfermedad que se pueden identificar en funcidon de los
valores analiticos. Las diferentes fases de la enfermedad se observaron en
las explotaciones radicadas en distintas zonas geograficas estudiadas e in-
dependientemente de la época del afio. En conclusion, la monocitosis se
presenta en fases iniciales de la enfermedad, en animales joévenes y se
podria utilizar como método analitico de diagndstico precoz de animales con
HEB. El manejo nutricional disminuye la prevalencia de fases avanzadas de
HEB y las alteraciones analiticas observadas disminuyen de intensidad en

las explotaciones con la administracién de suplemento alimenticio.
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SUMMARY

Bovine enzootic haematuria (BEH) is a syndrome characterized by persis-
tent haematuria, anaemia and haemorrhages due to the existence of uri-
nary bladder tumours induced by the chronic ingestion of bracken fern
(Pteridium spp.). Our objective was to describe analytical changes in blood
and urine in a large group of animals exposed to chronic bracken fern toxic-
ity, in order to find parameters of potential diagnostic value and if the dif-
ferent nutritional management in the three livestock, have some influence
in analytical values. This study was carried out in three livestock farms with
known BEH: farm A,B,C with local breed grazing cows. Animals were classi-
fied into four groups: group Al (farm A, 66 cows), group A2 (farm A, 13
heifers), group B (farm B, 54 cows) and group C (farm C, 74 cows).with
different nutritional management Ten healthy cows were used as controls.
Complete physical examination was performed (group Al, B, C), and blood
(groups A1, A2, B and C) and urine samples were collected (groups Al and
B). Necropsies and histopathology were done in 4 cows. Multivariate and
unvaried statistical analyses was done consideration significative associa-
tion, p < 0,05. Anaemia, leukopenia, monocytosis, thrombocytopenia, hy-
pergammaglobulinemia, microhaematuria and proteinuria were detected in
some animals. Multivariate statistical analyses established three phases of
the disease with increasing severity; an initial phase characterized by an
extremely high monocytosis and many normal parameters; and intermedi-
ate phase with moderate analytical alterations and monocytosis, and a final
phase with many altered parameters and normal levels of monocytes. Ours
resulted sow that in livestock’s espoused bracken fern consume with clinical
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BEH, exist different phases of the disease that can be identified with ana-
lytical values. This phases has present in the different geographic studied
zones and independent of the year season. Monocytosis, detected in
younger animals, is present in initial phases and could represent an initial
response to bracken fern consumption, and it might be useful as an early
haematological marker of BEH .The nutritional management decrease the

prevalence of BEH final phases and analytical changes severity.
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