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Abstract

Many chemical compounds present in toxic plants can seriously affect animal health and human health through
the food chain. in Bolivar County, there were indications of scientifically supported referrals for clinical
diagnosis animal veterinarian with "blood in urine" and grazing are as invaded by ferns, which raised the
suspicion of Bovine Enzootic Hematuria (BEH), therefore was required to diagnose the entity and study the
magnitude of the problem, both for the health of the cattle herd and in scope to the food chain to man, constituting
the research problem. The study developed provides scientific results in a comprehensive way in Ecuador, on risk
factors, clinical and pathological diagnosis of BEH and quantification of ptaquilésido in the plant and milk
Bolivar Province, showing that chronic poisoning is caused by their peated administration of
Pteridiumarachnoideum (Kaulf.)Maxoninvading grass lands between 60and 100%, Showing that the hematuria
and deaths are associated with his plant, with an odds ratio of 19.55and6.77and prevalence 0f8.7%.
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Clinical outcomes denoted the presence of hematuria with a prevalence 0f71.8% and chronicanemiain
correspondence to the severity of the degree of hematuria. 53.5%0f tumorlesions inurinary bladder and
esophagus associated with BEH in Babahoyo slaughterhouse was determined. Ptaquilo side concentrations in the
fronds of Pteridiumarachnoideum (Kaulf) Maxon found, from107.7ug /g t0o8677.68uglg; in fresh milk ptaquilo
side residual levels was detected in89.29 % of the samples with concentrations up t02641.13ug /mL. The present
study represents a scientific contribution and envisions the potential damage to the public health of this region.

Keywords: Bovine Enzootic Hematuria, toxicosisplants, neoplasms, Pteridiumarachnoideum, ptaquiloside,
residues in bovine milk, HPLC.

Introduccion

La necesidad de alimentos de origen animal para satisfacer los requerimientos nutricionales del hombre, no solo
demanda del incremento en cantidad y calidad nutritiva de estos a partir de una explotacion comercial correcta de
las especies animales involucradas, sino también se tenga presente en estas crianzas la ingestion de alimentos
seguros, desprovistos de sustancias nocivas para los propios animales y consecuentemente para la salud humana.
El interés creciente por el conocimiento de los toxicos naturales, ha cobrado fuerza en la actualidad y constituye
hoy en dia, uno de los aspectos més relevantes de la toxicologia veterinaria moderna. Existen plantas que al ser
ingeridas de manera directa por los animales y el hombre, pueden comprometer seriamente la salud de estos,
causando cuadros clinicos de intoxicaciones que no siempre se manifiestan de manera repentina (toxicosis aguda),
sino de una forma mas solapada, produciendo dafios a méas largo plazo, causando cuadros clinicos de toxicosis
cronicas (Marrero, 2008; Marrero et al. 2010).

Por otra parte, muchos compuestos quimicos que se encuentran presentes en las plantas pueden afectar la salud
humana por su ingestion a través de la cadena alimentaria, al consumir productos procedentes de animales, carne,
leche y huevos, por lo que resulta un aspecto de vital importancia a tener en cuenta en la calidad de estos
alimentos (Alonso-Amelot y Avendafio, 2002; Rasmussen et al. 2012; Rasmussen et al. 2013).En este orden de
ideas se ha reportado la invasion de helechos tdxicos correspondiente a la especie Pteridium aquilinum (L.) Kuhn
(bracken fern o simplemente_bracken)que afecta negativamente la crianza animal vacuna en diferentes regiones
ganaderas del mundo y en particular de América Latina (Gomes et al. 2012; Sharma et al. 2013; Rasmussen et al.
2013), de ahi que los animales que consumen la planta resultan intoxicados de forma aguda o cronica en
dependencia de la exposicidn al toxico.Dentro de las entidades clinicas toxicas atribuidas a la ingestion de este
helecho en animales de granja es la Hematuria Enzodtica Bovina (HEB). Esta entidad ha sido definida como una
enfermedad mortal de curso cronico que se acompafa de neoplasias malignas en la vejiga urinaria, la cual se debe
al consumo reiterado de helechos de P. aquilinum, contentivo del compuesto carcinogénico ptaquil6sido, por
parte de los rebafios vacunos expuestos al pasto contaminado con dicha planta (Riet-Correa et al. 2009).

La magnitud del problema de la gran distribucion de la planta tdxica asociada a la HEB, en diferentes regiones
del mundo, representa serias afectaciones al desarrollo de la ganaderia vacuna y con alcance a los consumidores
en la cadena alimentaria. Se sefiala que para prevenir las pérdidas econémicas muchos campesinos envian a los
animales con esta condicion al sacrifico antes de que se produzca el répido deterioro de estos. De ahi que la
probleméatica existente es muy preocupante no solo en términos de la salud del rebafio, sino que detrés de ello
estan en riesgo los consumidores al ingerir los productos alimenticios, que forman parte de la dieta basica de la
poblacién, contaminados con el toxico ptaquil6sido. Estos antecedentes, més la presencia de bovinos con cuadros
clinicos de “sangre en orina”, &reas de pastoreo invadidas por helechos, afectacion de la produccion en estas areas,
entre otros aspectos, hicieron sospechar con fuerza que la HEB esta presente en estas zonas ganaderas, por lo que
se requeria diagnosticar la entidad y estudiar la magnitud del problema, como base para la toma de acciones que
contribuyan a mitigar la gravedad del proceso, tanto para la salud del rebafio bovino como por su alcance a la
cadena alimentaria al hombre, a partir de las concentraciones del ptaquilésido en la leche, que altera su inocuidad,
por lo que esto constituyo el Problema de la Investigacion.

Metodologia

Ubicacion geogréfica donde se efectud la investigacion

La investigacion se desarrollo en fincas ganaderas de pequefios productores ubicadas en los Cantones de San
Miguel, Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar, Ecuador, durante los afios 2010 a 2013.
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La Provincia esta situada en el Centro-Oeste del Ecuador. Limita al Norte con la Provincia de Cotopaxi, al Sur
con la Provincia del Guayas, al Este con las Provincias de Tungurahua y Chimborazo y al Oeste con la Provincia
de los Rios. Es la Provincia mas pequefia del Ecuador con una extension total de 3559 Km?. Posee la variedad de
pisos climaticos existentes en la region interandina; es decir comenzando por el tropical monzén, pasando por el
mesotérmico himedo y semihiimedo, hasta el paramo de las altas mesetas andinas, comparten zonas con
temperaturas frias a subtropicales que oscilan entre los 8 °C a 25 °C; altitud general desde los 300 m.s.n.m., hasta
los 2668 m.s.n.m. La produccion agropecuaria es la base econémica de los Cantones de la provincia; en la
ganaderia sobresalen la bovina y la porcina, la primera tiene un menor volumen de produccion y esté orientada a
la produccién de ganado de carne y leche. (Gobierno provincial de Bolivar, 2015).

1.- Estudio epidemiologico

a. Encuestas

Para el estudio epidemiologico se realizo una encuesta a todos los miembros (n= 57) de las asociaciones
ganaderas de los cantones de San Miguel, Chimbo y Echeandia para el analisis de sintomas clinicos y muertes

acompafiado de hematuria en los bovinos ( N=2267) con algunos posibles factores de riesgo asociados a la
ingestion de helechos del Genero Pteridium.

b. Identificacién botanica y estimado del grado de la presencia de Pteridium spp en los pastos.

Se tomaron muestras de helechos de Pteridium spp., las que fueron herborizadas y llevadas al Herbario de la
Pontificia Universidad Catdlica de Ecuador y del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Cuba para
su identificacion botanica. Para valorar el grado de la presencia de los helechos en los pastos de las fincas
afectadas (n= 57), se empled la escala establecida por Braun Blanquet (1979) agrupando por clases de acuerdo al
porcentaje (%) de presencia de la especie en estudio.

2.- Estudio clinico

Para este estudio participaron 27 fincas, donde se realiz6 inspeccion clinica, muestreo de orina y sangre (n=74)
equivalente al 13 % de la masa total (N=554) bovinos machos y hembras de diferentes edades, doble proposito,
mestizos, predominando el cruce Brahman con Brown-Swiss.Se realizd muestreo general para la detecciéon de
enfermedad segun metodologia de Mateu y Casal, 2003 (con la finalidad de saber si la enfermedad existe 0 no en
una poblacidn, independientemente si hay mucha o poca), se utiliz6 la siguiente formula:

n=f-(1-a)"° Ix N-(D-1)2 ]
Doénde:n= tamafio de la muestra

a= nivel de confianza (95 %)

D= nGmero de animales enfermos en la poblacion. (10 %)

N= tamafio de la poblacion (2267)

La aplicacion de esta formula presupone que en caso de estar presente la enfermedad en una poblacion, ésta
presentard una prevalencia minima.

n=1-(1-0,95)°x2267-(226-1)/2  n=p8
2. a. Inspeccion Clinica del rebafio

Se realizd inspeccion clinica general del rebafio para ver el estado de carne, presencia de hematuria, examen de las
mucosas conjuntivales, toma de la temperatura rectal y actitud del animal.

2. b. Toma de muestras de orina

Para determinar sangre en la orina (hematuria), se utilizo la técnica de tiras reactivas, (Sanchez-Villalobos et al,
2006). Se realizo la recoleccion (10 mL) en tubos de vidrio con tapa rosca estériles a través de miccion espontanea
en las primeras horas de la mafiana y se procesé in situ con tiras reactivas (COMBUR-TEST®, 10SL de
Analyticon Biotechnologies, Alemania, distribuido en Ecuador por IMPROLAB S.A). Estas muestras fueron asi
mismo conservadas en frio (4 © C) para realizar el examen microscopico del sedimento urinario por
centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos y microscopio de luz con objetivo 40X, en el laboratorio clinico de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Estatal de Bolivar.
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2. c. Toma de muestras de sangre

Para los anlisis hematoldgicos se colectaron 5 mL de sangre de la vena coxigea los que se depositaron en tubos
IDEXX VetTube™ (IDEXX LABORATORIES VetLAB® Y~ conteniendo Etilen-Diamino-Tetra-Acetato de
Sodio (EDTA) (1 mg/mL de sangre), previamente tapados y esterilizados. Para la determinacion de hemoglobina,
hematocrito, conteo total de eritrocitos, los indices hematimétricos o constantes corpusculares (VCM, CHCM) y
conteo total de leucocitos, se utilizaron por cada parametro 111 pL de sangre, realizandose las determinaciones en
un analizador IDEXX VetAutoread™, (IDEXX LABORATORIES VetLab® USA), segin los procedimientos del
fabricante. También se realizo frotis sanguineo para evidenciar la posible presencia de hemoparasitos: Babesia
bovis y Anaplasma marginale. Todos los analisis fueron realizados en el laboratorio clinico de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Universidad Estatal de Bolivar, Guaranda, Ecuador.

3 Estudio anatomopatoldgico

Para este estudio se inspeccionaron la vejiga urinariay el es6fago de 228 animales faenados en el matadero de
Babahoyo, donde tributaban los animales dela provincia Bolivar en los meses de julio y agosto de 2012.Para el
examen macroscopico de vejiga, se tuvo enconsideracion su contenido (en el caso de las vejigasque no estaban
vacias) y las caracteristicas de la orina;asi como, la apariencia morfolégica de la mucosavesical.En el caso del
esofago, se extrajo el 6rgano considerando su porcion anterior (desde la region orofaringea hasta su insercion en
el cardias), se hizo una incision longitudinal y se procedio a la observacién de la mucosadel mismo.Atendiendo a
las caracteristicas macroscépicas de las lesiones encontradas, se clasificaron en cuatro grupos:

Grupo |: Vejigas que presentaron alteraciones vasculares leves, (congestion difusa de la mucosa, edema vy
dispersos focos hemorragicos de tipo petequiales o equimoticos), sin que se observaran lesiones de caracter
tumoral.

Grupo IlI: Vejigas que presentaron alteraciones vasculares leves y/o severas, unido a cambios tisularesque
indiguen lesion tumoral, caracterizadas por protuberancias de la mucosa, focales o difusas y aumentodel grosor de
la misma con incremento de la consistencia.

Grupo I11: Alteraciones de la mucosa del es6fago, dadas por la presencia de estructuras de aspectopapiliforme,
ramificado o no, y se considerd la localizacion y el nimero de lesiones presentes.

Grupo 1V: Se consideraron los animales que presentaron lesiones en la mucosa del es6fago y en lavejiga urinaria,
independientemente de la gravedad de las lesiones observadas.Para el estudio histopatolégico se tomaron
muestras del 25% de las lesiones presentes en la vejiga y en el es6fago, las que se fijaron en solucién de formol
neutro tamponado al 10%, se procesaron por la técnicaclasica de corte e inclusién en blogues de parafina y se
colorearon con hematoxilina y eosina siguiendo los procedimientos establecidos por Winston et al., 2010para
estos fines, en ellLaboratorio Clinico Hormonal e Histopatoldgico (CORPOLAB) de Guaranda, Ecuador.Las
observaciones se realizaron en un video microscopio modelo ME-2000 BILL, Serie No. 00BLEC1028 del
laboratorio Clinico Veterinario de la Universidad Estatal de Bolivar, donde se tomaron las
imagenescorrespondientes.

4.- Concentracion de ptaquildsido en Pteridium arachnoideum y su residualidad en leche fresca de
bovinos de las zonas ganaderas afectadas con hematuria.

4. a. Coleccion del material vegetal

El material vegetal se recolectd, en época de seca en los tres Cantones en estudio con presencia de HEB vy alta
contaminacion de las zonas de pastoreo. Se muestrearon en horas de la mafiana a tres niveles de altitud en cada
Canton: alta, media y baja, tanto frondes jovenes como adultos, y llevados para su procesamiento al laboratorio de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Estatal de Bolivar y en el laboratorio de Fitoquimica de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador.Para la determinacion del peso seco y
porcentaje de humedad de los frondes, se tomd 1 g de cada muestra y se procedio a la determinacion mediante
Balanza Infrarroja (Sartorius ag Gottingen, Germany).

4. a. 1. Aislamiento y purificacion de pterosina B para su empleo como patron.

Para la obtencion de pterosina B patrdn se procedio a la recoleccion de una muestra mixta de frondes jovenes y
adultos de una zona de elevada altitud: 2114 m.s.n.m en San Miguel. Los frondes frescos se cortaron en pedazos
pequefios, 5 — 10 mm, con la ayuda de una tijera de corte.

116



International Journal of Applied Science and Technology Vol. 5, No. 6; December 2015

Una muestra de 500 g se extrajo con 1 litro de agua a temperatura de 37 °C y agitacion por 1 hora y posterior
extraccion en bafio ultrasonico 45 minutos. Se filtré por gaza y posterior filtracion por gravedad. El residuo se
desechd y el sobrenadante se extrajo 2 veces con porciones de 100 mL de éter de petrdleo. El éter se desechd. El
extracto acuoso se alcalinizo con hidroxido de sodio 1 M hasta pH > 11, alrededor de 4.5 mL. Se calenté a 40°C
durante 1 h. Posteriormente se acidifico con &cido clorhidrico 5 M hasta pH < 2. Se dej6 reposar 10 minutos y
posteriormente se extrajo con diclorometano 3 veces con porciones de 100 mL. Se colect6 los extractos organicos
y se llevo a sequedad a presion reducida.

El crudo de pterosina B impuro obtenido anteriormente se procedié a su purificacién mediante cromatografia de
columna a vacio, para ello el crudo se redisuelve en metanol: diclormetano 1:1 'y, se absorbe en 1 g de silicagel 60
para cromatografia de columna (Kieselgel 60, 0.015 — 0.040 mmm, Merck). Esta se coloca sobre una columna
preparada con 20 g de silicagel 60 F, kieselgel 60 F, Merck. La columna se corre con hexano (100 mL); hexano:
acetato de etilo 90:10 (300 ml); hexano: acetato de etilo 70:30 (200 mL); hexano: acetato de etilo 50:50 (200 mL);
hexano: acetato de etilo 30:70 (100 mL) y finalmente 200 mL de acetato de etilo. La pterosina B se obtiene en la
fraccion de hexano: acetato de etilo 70:30, lo que fue verificado por cromatografia de Capa delgada, silica gel 60
F254, Merck, Germany, en el sistema de elucion acetato de etilo: diclorometano 40:60 y deteccion a longitud de
onda 254 nm. Observandose una mancha a Rf = 0.64.

4. b. Extraccion y determinacion del ptaquilésido mediante su conversidn en pterosina B en las muestras de
Pteridium arachnoideum mediante CLAR.

Las muestras de Pteridium arachnoideum de las zonas en estudio se procesaron segun el método de Agnew y
Lauren (1991) con algunas modificaciones. Las muestras secas se redisolvieron en 1 mL de metanol, se colocaron
en viales de CLAR autosampling.Las condiciones de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), fueron
las siguientes: Equipo CLAR: ULTIMATE 3000 (DIONEX), Columna Dionex RP 18, 12.5 x 0.4 cm d.i., 40 p,
Temperatura ambiente; modo isocratico con metanol: Agua 65:35 como sistema de corrida, inyector de 20 pul;
Velocidad de flujo= 1 mL/min, DETECCION ultravioleta variable a = 260 nm, con un software Programa
CROMELEON.Se corri6 una curva patron de pterosina B, obtenido anteriormente en las concentraciones 1; 0.9;
0.7; 0.5; 0.1; 0.07; 0.05 y 0.01 mg/ml. Esto comprende una curva para la determinacion de la concentracion en
las muestras y para la determinacion del limite de deteccidn y cuantificacion de la técnica.

Determinacion del recobrado, limite de deteccion y cuantificacion:

En el analito se afiadié una cantidad conocida de pterosina B. Se sigui6 el proceso de extraccion y cuantificacion
de manera similar a la descrita en el diagrama 2 y se determiné el porcentaje de recuperacion de este pardmetro
segun la formula:

Concentracion esperada = Cantidad muestra + Cantidad afiadida
Volumen de muestra + Volumen afiadido

% Recuperacion = Concentracion observada x 100
Concentracion esperada

Sensibilidad (limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ))

Se realizd una curva de calibracion para el patron de pterosina B en el rango en que se encuentra normalmente en
las muestras (1 — 0,1 mg/mL). Se determina la pendiente (m) de ésta curva de calibracion (Concentracion vs A o
tr) en este rango. Se realiza otra curva de calibracion para concentraciones bajas del analito, inyectando cada
punto de concentracion por triplicado, determinando la ecuacién de esta nueva recta (A= mx Conc. + b) y se
extrapola la respuesta a concentracion igual a cero (el &rea es igual al intercepto b), obteniéndose un estimado de
la respuesta del blanco Yy, Se determina la desviacion estdndar (S) para cada punto de la curva anterior, se
calcula la recta correspondiente a Concentracion (A) vs S, es decir la ecuacion S= m(A) + b, y se extrapola la S a
concentracion igual a cero, obteniéndose el estimado Sy, correspondiente a la desviacion estandar del blanco. Se
calcula el LD y el LQ para n” medidas individuales segun:

LD = Yy +3Sy 1/n’LQ = Yy + 10Sy 1/An’

mm
4. c. Coleccion de muestras de leche

Las muestras de leche (100 mL) se colectaron en diferentes fincas ganaderas de cada Canton en estudio, que
presentaron invasion de P arachoideum en los pastos, con y sin la presencia de signos clinicos evidentes de HEB.
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Se muestreo el 15 % del total de la masa (N=554) de bovinos por cada finca (n=84). Se realizé la recoleccion de
las muestras de forma individual, en frasco de vidrio color &mbar debidamente identificado, a través del ordefio
manual en las primeras horas de la mafiana. Estas muestras fueron conservadas en condiciones refrigeradas (sin
pasteurizar) hasta su procesamiento en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Estatal de Bolivar y en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Central del Ecuador . Las fincas muestreadas estaban ubicadas a una altitud de 2210 a778 m.s.n.m.

4. c. 1. Desarrollo del método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) para determinar los
niveles de ptaquil6sido en muestras de leche.

Se siguid el método analitico por CLAR siguiendo la metodologia de Alonso-Amelot et al (1993) con algunas
modificaciones. Una alicuota de 25 mL de cada muestra de leche fresca, fue tratada con 40 mL de metanol, con
calentamiento a temperatura ambiente y agitacion durante 30 min., lo que posibilita la precipitacion de las
proteinas. A continuacion la suspension se filtrd y se centrifugé a 3000 rpm durante 15 min. Consecutivamente, el
sobrenadante se tratd con 25 mL de acetonitrilo para lograr la precipitacion de lipidos, se centrifug6 desechando el
precipitado (lipidos y proteinas) y ulteriormente al sobrenadante se le afiadié 1 g de cloruro de sodio. Se procedid
a la extraccion con diclorometano con la finalidad de eliminar las grasas. La fase acuosa fue tratada con hidroxido
de sodio (0.003 N) hasta pH basico >11, logrando la conversion a pterosina B. Se agito a 36°C durante 2 horas. Se
realiz6 una segunda extraccion con diclorometano (3 veces x 15 mL), procediendo al secado del extracto organico
a presion reducida a 40°C. Posteriormente se redisolvié en 1 mL de metanol calidad CLAR y se coloco en viales
muestreadores y analisis por cromatografia liquida de alta resolucién, en las condiciones cromatograficas ya
descritas anteriormente.Se procesaron dos curvas patron de pterosina B; la primera oscil6é en un rango de valores
de 1- 0.1pg/mL vy la segunda entre 0.1-0.01 pg/mL, se determind la pendiente, el intercepto y el coeficiente de
correlacion entre el area y la concentracion del analito, ademas de calcular la desviacion estandar del blanco segun
Quatrocchi et al. 1992.

Determinacion del recobrado, limite de deteccion y cuantificacion

Se proceso una muestra de leche control negativo para determinar la especificidad/selectividad, a la que se le
afiadio una cantidad conocida de pterosina B (2 mg). Se analizaron tres réplicas por cada muestra de leche. Se
siguid el proceso de extraccion y cuantificacion de manera similar a lo descrito anteriormente y se determing el
porcentaje de recuperacion. El limite de deteccion y cuantificacion se calculd segln lo descrito en el epigrafe
anterior.

5. Procesamiento estadistico de los resultados

Se emplearon las pruebas estadisticas de X?, comparacion de medias por T de Student, Correlacion. Se considerd
el valor de p< 0,05 para definir las diferencias.Para evaluar el andlisis cualitativo de la orina mediante tiras
reactivas como método diagnostico de la presencia de sangre en este material bioldgico, se utilizé el método de
pruebas diagndsticas;para los parametros hematoldgicos se calcularon los estadigrafos descriptivos y se
compararon entre los diferentes grados de hematuria (tiras reactivas) mediante un analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA), comparandose las medias en los casos en que se encontraron diferencias
estadisticas mediante la prueba de Bonferroni para un nivel de confianza del 95%, previa comprobacion de la
homogeneidad de varianza. En este procesamiento se empled el paquete estadistico Statgraphics Centurion ver.
XV.I (Statistical Graphic Corp., USA) del 2006. Para evaluar los pardmetros anatomopatolégicos se realizd la
comparacion maltiple de proporciones con valor de p< 0,05 para establecer diferencias, mediante el empleo del
programa estadistico EPIDAT 3.1.

Resultados Y Discusion

El resultado del anélisis de las encuestas para el factor de riesgo entre la presencia del helecho Pteridium spp con
lo reportado por los productores de la presencia de “sangre en la orina” (hematuria), fue significativo p= 0,023,
con un Odds ratio= 19,55. IC (95%)= 1,65-401,95. Este estudio pone de manifiesto que existe 19,55 veces méas
posibilidad que se produzca la hematuria en los bovinos cuando hay presencia de helechos en los pastizales que
cuando no los hay. Estos hallazgos orientan a pensar con mas fuerza la existencia en estas zonas ganaderas de
laentidad clinica reconocida como Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) la que se caracteriza por la ocurrencia de
tumores de la vejiga urinaria acompafiada de hematuria (Carvalho, 2006) causada por la ingestion crénica de
Pteridium spp siendo la Unica planta que se reconoce que produzca cancer en los animales de forma
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natural.(Panter et al. 2007). Los resultados de las encuestas referentes a la relacion existente entre las muertes de
los bovinos con hematuria y la presencia de helechos, fue significativo p= 0,031 con un Odds ratio= 6,77,IC
(95%)= 0,89-174,58, lo que expresa que existe 6,77 veces la posibilidad de ocurrencia de las muertes de los
bovinos con hematuria cuando estan expuestos a la presencia de helechos que cuando no lo estén, sin embargo el
Odds ratio resulta bajo. Esto tiene explicacion en el sesgo de las respuestas de los productores los que declaran
menos muertes del rebafio por esta causa, al enviar los animales afectados de hematuria al matadero antes de que
el curso clinico de la intoxicacion avance hacia la depauperacién y posterior muerte. Dado que la intoxicacion por
el consumo de helecho Pteridium spp es causante directa de lesiones tumorales que evolucionan a la malignidad,
el curso clinico de la HEB es fatal (cAncer de vejiga urinaria), por lo que es de esperar una alta mortalidad en los
rebafios expuestos al consumo reiterado de la planta toxica (Riet-Correa et al. 2009). De ahi la importancia de
realizar estudios confirmativos en los mataderos, donde los productores tributan sus animales con hematuria antes
que estos mueran inevitablemente, previendo no ser perjudicados en la economia y sustento familiar. Los
resultados de prevalencia de bovinos con hematuria a partir de las encuestas fue de 8,7 % vy los casos de muerte
asociada a esta fue de 9,8 %, siendo similares a los obtenidos por otros autores trabajando en zonas andinas
subtropicales de Bolivia, los que llegaron a un diagnostico de la HEB con una prevalencia 7,8 y muertes
asociados a la hematuria de 10, 6 % (Marrero et al. 2001).

Las muestras de helechos tomadas de zonas ganaderas afectadas con hematuria, se identificaron como Pteridium
arachnoideum (Kaulf.) Maxon (que antes era conocido como Pteridium aquilinum sub-especie arachnoideum).
Asi mismo se reconoce que en Ecuador existe solamente esta especie de Pteridium, segun certificado de
identificacion botanica,emitido por el Dr. Hugo Navarrete Zambrano, Director del Herbario QCA de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (2011)y por la Ing. Iris Palenzuela Péez, investigadora del Centro Nacional de

= Fen

Figuras 1y 2. Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon., invadiendo zonas ganaderas en los Cantones de
San Miguel, Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar- Ecuador.

La relacion entre el grado de presencia de Pteridium arachnoideum en zonas ganaderas afectadas con hematuria
es directamente proporcional, ya que se observa que existe linealidad entre ellos (p= 0.0031), a medida que es
mayor la invasion de los pastos con los helechos, resulta mayor la cantidad de fincas ganaderas afectadas con

hematuria (Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia de fincas y grado de presencia de P. arachnoideum enzonas ganaderas afectadas con
hematuria en los Cantones de San Miguel, Echeandia y Chimbo de la Provincia Bolivar- Ecuador.
Tendencia lineal. p<0,0031.
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El grado de presencia de los helechos en las &reas afectadas con hematuria fue determinado entre un 60 y 100 %
lo que denota una alta invasividad de la planta P. arachnoideum, contentiva del toxico ptaquil6sido (Oliveira et
al. 2007; Marrero et al. 2010), el cual es responsable de cuadros clinicos de Hematuria Enzodtica Bovina
(Masuda et al. 2011).La inspeccion clinica general del rebafio, denoté que los animales se encontraban en
condiciones favorables de carne, excepto aquellos que ain no habian sido enviados al matadero y permanecian
en el rebafio por mucho tiempo (méds de 12 meses) eliminando sangre en la orina (hematuria),denotando
debilidad y caquexia, idénticos a los encontrados en la HEB por otros autores (Pamukcu et al.1976; Marrero et
al. 2004). Asi mismo los animales afectados y no afectados se encontraban afebriles, con mucosas aparentes que
iban de normo a hipo coloreadas, sin ictero, actitud y rumia aparentemente normales, similares a los descritos
por (Aparecida da Silva et al. 2009), no observandose otros signos clinicos de interés diagnostico. (Figura4 Ay
B).

Figura 4 (A 'y B). Vacas con signos clinicos de hematuria, de corta evolucion (A); de larga evolucién (B).

Los resultados del diagndstico de la hematuria en 74 bovinos procedentes de las zonas ganaderas de San Miguel,
Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar- Ecuador, utilizando tiras reactivas para determinar sangre en la
orina, evidenciaron hematuria clinica en el 33,78 % de las muestras y hematuria subclinica (sangre oculta en la
orina) en el 37,84 %. Este resultado fue corroborado con el examen microscopico del sedimento urinario.

El andlisis estadistico de prueba diagndstica por el método de las tiras reactivas empleado, mostré una
sensibilidad diagnostica del 98,11 %, lo que demuestra la capacidad de detectar los animales que verdaderamente
estan enfermos. Una especificidad de 95,24 % lo cual indica la probabilidad de que el diagndstico clinico de la
hematuria basado en la utilizacion de tiras reactivas posee la capacidad de detectar como animales sanos a
aquellos que verdaderamente lo estan (Tabla 1). Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores
(Favela-Camacho et al. 2001; Pefia et al. 2001 y Sanchez- Villalobos et al. 2006).

Tabla 1: Sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo y otros indicadores del diagnostico de la
hematuria basado en la utilizacion de las tiras reactivas

Prueba de referencia

Prueba diagndstica Enfermos  Sanos total

Positivo 52 1 53

Negativo 1 20 21

Total 53 21 74
Indicador valor (%) IC (95%)
Sensibilidad 98,11 93,51-100,00
Especificidad 95,24 83,75-100,00
indice de validez 97,30 92,93-100,00
Valor predictivo positivo 98,11 93,51-100,00
Valor predictivo negativo 95,24 83,75-100,00
Prevalencia 71,62 60,67-82,57
indice de Youden 0,93 0,84- 1,03
Razén de verosimilitud + 20,60 3,04-139,57
Razén de verosimilitud - 0,02 0,00-0,14
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Estos resultados demuestran que el método de tiras reactivas y el examen microscopico del sedimento urinario,
poseen similar valor diagnostico para detectar la hematuria y constituyen una herramienta diagndstica de suma
importancia en la entidad objeto de estudio, lograndose detectar también casos subclinicos por lo que la entidad
clinica alcanzé una prevalencia alta (71,62 %) en los tres Cantones, lo cual pone de manifiesto la gravedad del
proceso toxico sospechado, utilizando estos métodos.Con referencia a los resultados obtenidos en el hemograma
de animales portadores y no portadores de hematuria, y comparandolos con los resultados de las tiras reactivas en
el uroandlisis, se observé que los valores promedios de Hematocrito (Hcto), Hemoglobina (Hb) y Conteo
Eritrocitario Total (CET) decrecieron en la misma medida en que se increment6 el grado de hematuria, siendo
significativos entre ellos (p < 0,05) demostrandose una clara propension hacia el desarrollo de anemia. (Tabla 2).
Siendo similares a los obtenidos por otros autores en animales portadores de HEB (Sanches- Villalobos et al
2004; Singh, 2007;Aparecida da Silva et al. 2009).Siempre que sea posible debera identificarse la causa de la
anemia, porque el término anemia por si solo no constituye un diagndstico definitivo, la cual puede ser clasificada
segun el tamafio del volumen corpuscular medio (VCM) y concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) del eritrocito (Ducan y Prasse’s, 2003).

Tabla 2. Relacion entre el grado de hematuria, mediante tiras reactivas y los valores de la
hemoglobina, el hematocrito y el conteo de eritrocitos totales de bovinos procedentes de los
Cantones de San Miguel, Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar. (X + SD).

Grado de hematuria (cruces) Hb Hcto CET

(g/dL) (L/L) (1012L)
0 (negativo) 105,37 +£7,23a 0, 32 +0,02a 3,81 +0,23a
1(+) 95,84 +5,17ab 0,29 + 0,01ab 3,50 + 0,15h
2 (++) 95,56 + 4,86ab 0,29 +0,01b 3,48 + 0,16b
3 (++4) 88,32 + 5,35b 0,27 £0,01b 3,28 £0,14b
4 (+++1+) 77,61+ 11,06¢ 0,23 £ 0,03c 3,00 £0,31c

(a,b y c) Valores promedios con letras no comunes en el superindice de la misma columna indican diferencias

estadisticas. p < 0,05.(Bonferroni).

Abreviaciones: Hb = Concentracion de Hemoglobina; Hcto= Hematocrito; CET= Contaje eritrocitario total.
En los resultados de VCM hubo diferencias (p < 0,05) entre los grados de hematuria, sin afectar los valores
normales para la especie (Cuesta et al.2007), no apreciandose ningun cambio significativo en el valor CHCM.
Todo lo cual sugiere que los animales con grado 4 (++++) de hematuria presentaron anemia normocitica
normocrémica (Tabla 3).

Tabla 3. Relacion entre el grado de hematuria mediante tiras reactivas y los valores de las
constantes corpusculares de bovinos procedentes de los Cantones de San Miguel, Chimbo y
Echeandia de la Provincia Bolivar. (X + SD).

Grado de hematuria (cruces) VCM CHCM
(10-15L) (9/L)

0 (negativo) 8550+ 1,62a 322,60 + 5,40a

1(4) 84,64+ 1,14a 322,54 +8,23a

2 (++) 84,90 £ 1,28a 322,57 +5,21a

3 (++4) 83,37 + 1,60ab 322,52 +6,12a

4 (++++) 80,83 + 2,82b 319,26 + 18,66a

(a 'y b) Valores promedios con letras no comunes en el superindice de la misma columna indican diferencias
estadisticas. p < 0,05. (Bonferroni). Abreviaciones: VCM= Volumen corpuscular medio; CHCM=

Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
Los resultados ya descritos anteriormente, evidencian disminucion en los niveles hematologicos (Hb, Hcto y
CET), lo que demuestra la presencia de anemia producto a la pérdida de sangre persistente y cronica a través de la
orina producto a neoplasias malignas en la vejiga por la ingestion reiterada de P. aquilinum (Gonzales et al.
2004), en nuestro caso por Pteriduim arachnoideum(Kaul.)
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Maxon que invaden las zonas ganaderas de estos Cantones; lo que también supone la existencia de un dafio grave
a nivel de la vejiga urinaria en estos animales que es la causa primaria que ocasiona el sangramiento cronico
urinario, el que puede ser permanente o intermitente segun se ha sefialado por otros autores (Carvalho et al. 2006;
Jubb et al. 2009).Por otra parte, los resultados de los leucocitos totales, evidenciaron una leve disminucion en
correspondencia con el grado de hematuria (p < 0,05), sin llegar a producir alteracion en los valores normales para
la especie (Cuesta, et al. 2007).La anemia podria explicarse por la pérdida de sangre en la orina, no obstante la
depresion de algunos elementos del cuadro leucocitario podria tener mas relacion con la afectacion de la medula
Gsea por parte del toxico (Wosiacki et al. 2006), de ahi que en el cuadro de hematuria Enzo6tica Bovina ademas
de las lesiones tumorales malignas esta presente el dafio a otros sitios de la economia del animal lo cual complica
el curso clinico y severidad de la intoxicacion.(Marrero et al. 2001; Carvalho et al. 2009).Un comportamiento
similar del cuadro hematico se ha reportado por diferentes autores en Latinoamérica y el mundo (Mengi et al.
2001; Séanchez- Villalobos et al. 2004; Sanchez- Villalobos et al. 2006; Singh, 2007; Sanchez-Villalobos et al.
2010), lo cual pone de manifiesto la importancia de considerar el diagnostico hematolégico y de uroanélisis a la
hora de abordar de forma integral el diagndstico clinico de la HEB.

Las muestras de sangre examinadas para evidenciar hemoparasitos, arrojaron resultados negativos a Anaplasma
marginale y Babesia bovis. No obstante se conoce que esta entidad cursa en forma de brotes, acompafiada de
fiebre y anemia hemolitica la que ocasiona orinas tefiidas de color &mbar (Jubb et al. 2009), diferentes al proceso
de la HEB. Por otra parte se acostumbra en estas zonas ganaderas a aplicar desparasitaciones contra las
garrapatas. Otras enfermedades infectocontagiosas concomitantes que cursan con orinas rojizas, como la
Leptospirosis, la Hemoglobinuria Basilar Bovina entre otras, no se consider6 como causa de la entidad objeto de
estudio en esta investigacion al no corresponderse las mismas con el curso y caracteristicas clinicas descritas para
la HEB. Ademas es importante establecer el diagnéstico diferencial entre hematuria en el que se observa la
formacion del sedimento urinario, y la hemoglobinuria en la que no se forma el sedimento urinario (Marcal,
2002). Siendo la hematuria caracteristico en la HEB (Blanco, 2012). En el estudio anatomopatologico de la vejiga
urinaria y tractos anterior del esdfago, demostraron que las lesiones asociadas a la HEB con diferentes tipos de
tumores, fueron observadas en el 53,5% de los casos estudiados en el camal de Babahoyo (Tabla 4), lo que indica
la alta frecuencia de presentacion de las mismas, hubo diferencias p< 0,05 entre los grupos en correspondencia
con los lugares de origen de los animales. Los Cantones con mayor grado de afectacion fueron Chimbo y San
Miguel donde estuvieron las afectaciones méas graves de la mucosa vesical y el mayor porciento de lesiones
mixtas (vejiga-esofago).Las alteraciones macro y microscépicas observadas en los animales estudiados en el
camal por grupo fueron:

Grupo I: Las lesiones macroscopicas fueron fundamentalmente de tipo circulatorio y vascular, dadas por
congestion marcada y discreto edema, hemorragias petequiales y equimoticas, engrosamiento y aspecto vacuolar
de la mucosa vesical y tumefaccion del 6rgano (Figura 5). Las lesiones microscépicas de caracter no neoplésicas
que se encontraron en la mucosa de este grupo fueron: hiperplasia, vacuolizacion, balonamiento del epitelio
transicional y ectasia capilar subepitelial, mientras que en el estroma, se observd edema de grado variable,
hemorragias focales y difusas, trombosis, endoteliosis, degeneracion hialina de la pared vascular, e infiltrados
inflamatorios linfoplasmocitarios focales.
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Tabla 4. Frecuencia de lesiones macroscopicas asociadas a la HEB encontradas en vejiga y
esdfago atendiendo a la procedencia de los animales de la Provincia Bolivar- Ecuador.

Canton Total de | Frecuencia de lesiones macroscopicas encontradas % Total de animales con
animales vejiga esofago | Esofagoy lesiones
faenados vejiga

| 1l Total 11 I\ Total

Caluma 32 5 0 5 1 0 1 6
(15,6)c (15,6)c (3,1)a (3,1)b (18,7)d

San Miguel 52 11 13 6 82

157 @B | (7,120 | BEODD [ igog | eeea | 193332 | 5p0

Chimbo 13 6 3 9 2 2 4 (30,7)a 13
(46,1)b | (20,1)a | (69,2)a (15,3)a (22,2)b ' (100) a

Echeandia 9 7 7 7
a1 | ° a1ma | ° 0 0 (77) b

Chillanes 17 11 0 11 2 1 3 14
(64,7)a (64,7)a (11,7)a (5,88)c (17,6)ab (82,3)b
81 14 95 18 9 27 122

Total 228 66,4% 11,5% 77,9% 14,7% 7,4% 22,1% 53,5%

(a,b,c y d) Letras desiguales por columna, difieren p <0,05

Estos cambios anatomopatoldgicos han sido descritos por varios autores en la fase aguda de la enfermedad
(Marin, R. y Marin, O, 2004 y Gonzalez et al. 2004), sin embargo resulta de interés la presencia de alteraciones
microscopicas de carécter neoplasico en 9 de las 81 vejigas comprendidas en este grupo (11,1%) que no tenia
evidencias macroscopicas de apariencia tumoral, lo que justifica el criterio de que los procesos de este tipo, no
siempre responden a patrones morfopatol6gicos tipicos (Carvalho et al. 2009). Se ha demostrado en condiciones
naturales y experimentales, que esto estd asociado a varios factores que incluyen procesos tales como la
localizacion de la planta, la edad de los animales, la duracion de la ingestion y la actividad microsomal inducida
por administracion cronica de Pt, fenotiacina entre otros factores (Pamukcu et al. 1976; Oliveira et al. 2006;
Ramos et al. 2012).Las alteraciones de tipo cancerosas encontradas, fueron las que se describen para los tumores
de origen vascular (Hemangioma cavernoso y Hemangiosarcoma), asi como otros tumores de origen epitelial
(Carcinoma in situ) y de origen mesenquimatoso clasificados como leiomioma y mixosarcomas (Gonzélez et al.
2004; Ramos et al. 2012). La frecuencia de aparicion de estos tumores se muestra en la Tabla 5.

Figura 5. Grupo |I. Aspecto macroscopico de la vejiga caracterizado por congestion marcada y
discreto edema, hemorragias petequiales, engrosamiento y aspecto vacuolar de la mucosa
vesical.

Otros autores, han utilizado el criterio de lesiones y manifestaciones tempranas de la enfermedad y han
encontrado la presencia de estos y otros tumores en la vejiga de animales afectados por Hematuria Enzodtica, por
lo que desde el punto de vista clinico de la enfermedad, esta clasificacion morfoldgica resulta poco provechosa
(Marin, R. y Marin, O, 2004; Sanchez-Villalobos et al. 2004).

123



ISSN 2221-0997 (Print), 2221-1004 (Online) © Center for Promoting Ideas, USA WWW.ijastnet.com

Tabla 5. Frecuencia de tipos de neoplasias epiteliales y no epiteliales en vejiga y esofago de los bovinos
examinados en el matadero de Babahoyo.

Tumores Organos Neoplasias por grupos
((E\ggjf'ggo”;fg) Vejiga Proporc. Estfago Proporc. Lol m v
Neoplasias de origen vascular

Hemangioma 15 0,17a 0 0.00 2 11 0 2
Hemangiosarcoma 18 0,21a 0 0.00 4 14 0 0
Otras neoplasias de origen mesenquimatoso

Leimioma 4 0,05b 0 0.00 1 3 0 0
Mixosarcoma 3 0,03b 0 0.00 2 0 0
Neoplasias de origen epitelial

Papiloma 0 0,00b 27 0,31a 0 0 18 9
Carcinoma in situ 4 0,05b 9 0,10b 1 3 4 5
Carcinoma de células escamosas 0 0.00b 6 0,07bc 0 0 4 2
Total de neoplasias 44 42 9 33 26 18

(a,b y c) Letras desiguales por columna difieren p< 0, 05

Grupo Il. Macroscopicamente, se observaron areas de aspecto nodular rojizas o hemorragicas, simples o
multiples, que hacian discretos relieves en la superficie de la mucosa vesical alternando con zonas abultadas de
consistencia fibrosa de color grisiceo, en los casos mas severos, las formaciones nodulares, Unicas o
multicéntricas mostraban estructuras de color vinoso o blanco-grisaceo que se correspondian con lesiones
ulcerativas crateriformes con exudado mucopurulento. Se observaron estructuras de aspecto pedunculado muy
hemorrégicas que coincidian, en los casos en los que habia replecién urinaria, con contenido de sangre viscosa y
oscura (Figuras 6, 7y 8).

Desde el punto de vista histologico, los cambios del urotelio vesical se caracterizaron por hiperplasia,
vacuolizacién, demostrada por la presencia de marcados halos perinucleares, y areas focales con cierto grado de
atipia celular y cariomegalia asi como otras alteraciones de aspecto displasico y anaplasico. (Figura 9). En
ninguno de los casos se observo crecimiento infiltrante hacia el estroma; no obstante estos cambios pueden estar
asociados a la presencia de tumores del tipo de Carcinoma in situ segin lo referido por varios autores.
(Borzacchiello et al. 2003; Gonzalez et al. 2004; Robbins y Contran, 2005; Carvalho et al. 2006).

Las alteraciones vasculares presentes en este grupo, fueron similares a las descritas en el Grupo | pero con mayor
grado de severidad y se caracterizaron por la presencia de nichos celulares formados por cordones tortuosos de
células epiteloides y proliferacion de células endoteliales fusiformes que dan origen a pequefias estructuras
vasculares similares a las descritas por (Pires Isabel et al. 2010).

6 7

Figura 6. Grupo Il. Aspecto macroscopico de la vejiga mostrando areas de aspecto nodular
rojizas o hemorrégicas, simples o maltiples, que hacian discretos relieves en la superficie de la
mucosa vesical. Figura 7. Grupo Il. Casos méas severos, mostrando formaciones nodulares,
Unicas o multicéntricas de color vinoso y aspecto tumoral con lesiones ulcerativas crateriformes
con exudados mucopurulentos.
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Figura 8. Estructuras de aspecto pedunculado muy hemorrégicas que coincidian, en los casos
en los que habia replecion urinaria, con contenido de sangre viscosa y oscura.

Figura 9. Imagen histoldgica del Carcinoma in situ en la mucosa vesical. Note los cambios del
urotelio vesical caracterizados por hiperplasia, presencia de marcados halos perinucleares, y

areas focales con cierto grado de atipia celular y cariomegalia. HyE 400x.

Los cambios vasculares consistian fundamentalmente en estructuras conformadas por vasos sanguineos en
proliferacion con espacios vasculares dilatados llenos de sangre y delimitados por una pared de células
endoteliales engrosadas con margenes demarcados pero no encapsulados, generalmente de aspecto cavernoso, en
los casos mas severos se observaron en estos espacios, células neoplasicas de forma y tamafio variados con
nucleos redondeados u ovoides, hipercromaticos y con figuras de mitosis, (Figura 10), lo que segln el esquema de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) citado por (Epstein et al. 2004), se corresponden con tumores de

origen vascular clasificados como hemangiomas y hemangiosarcomas.

Figura 10. Imagen histoldgica de un tumor de origen vascular mostrando vasos sanguineos en
proliferacion, de aspecto cavernoso, células endoteliales engrosadas y células neoplasicas de formay
tamafio variados con nucleos redondeados u ovoides, hipercromaticos y con figuras de mitosis. HyE

400x.

Estas fueron las formas tumorales de mayor frecuencia de presentacion en este estudio lo que coincide con lo
descrito por (Gonzélez et al. 2004; Roperto et al. 2010 y Sharma et al. 2013) para los tumores
mesenquimatosos de la vejiga en esta enfermedad. En ocasiones se observaron masas celulares sélidas de
proliferacion vascular no bien delimitadas cuyo patron celular es muy similar al que se describe para el
Hemangiosarcoma epiteloide o hemangioendotelioma que recientemente ha sido reconocido como parte
componente del cuadro anteriormente descrito en coincidencia con (Meuten et al. 2004; Carvalho et al. 2006;
Warren y Summers, 2007; Carvalho et al. 2008 y Carvalho et al. 2009), criterio que debe ser considerado
dentro del diagnostico diferencial en este complejo proceso. En algunos de los casos estudiados (5) hubo
infiltrado difuso a predominio de polimorfonucleares neutréfilos y ulceracion del borde de la lesion. Otras
alteraciones del estroma presentes, sugieren la presencia de tumores clasificados como leiomiomas y
mixosarcomas en coincidencia con lo que describen los autores (Vargas et al. 2003; Gonzalez et al.2004 y
Ramos et al. 2012). La frecuencia de presentacion de estas alteraciones, se presentan en la Tabla 5.
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Grupo I11. Las lesiones macroscopicas, se confinaron al tercio anterior del esofago y se caracterizaron por la
presencia de estructuras digitiformes ramificadas 7/18 (38,8%) o por pequefias protuberancias de tipo
papiliformes bien circunscriptas que hacian pequefios relieves en la superficie del érgano, 11/18 (61,1%),
Unicas o multiples. (Figura 11). Las neoplasias halladas en el esdfago de los bovinos afectados fueron
Papiloma verrucoso, Carcinoma in situ y Carcinoma de células escamosas, los que han sido descritos por
diferentes autores (Marrero et al. 2001; Marin, R. y Marin, O, 2004 y Layke y Lopez, 2006) en bovinos
afectados con HEB.

Figura 11 Grupo I11. Presencia de estructuras digitiformes ramificadas o pequefas protuberancias de

tipo papiliformes bien circunscriptas que hacian pequerios relieves en la superficie del drgano. Figura

12 Patron tumoral de este tipo de cancer de origen epitelial, presentando masas de células escamosas
epidermoides con las caracteristicas formaciones a modo de perlas epiteliales. HyE. 125%.

Segun Morris et al. (2010), La mayoria de los tumores del es6fago son malignos, existe una proporcion muy
pequefia (menos del 10%) son leiomiomas (tumor benigno del musculo liso) o tumores del estroma
gastrointestinal que no fueron observados en nuestro trabajo, ya que estas estructuras del sistema gastro
intestinal (SGI), no fueron investigadas, estos autores sefialan que los tumores malignos son en general los
adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas y en ocasiones, carcinomas de células pequefas. En las
muestras de esdfago revisadas en nuestro estudio, solo se observaron lesiones de tipo papilomatosas
caracterizadas por hiperplasia del epitelio, acantosis yproyecciones papilares de la lamina propia cubiertas por
epitelio escamoso que se desarrollan en diversos sitios del tejido sin cambios citologicos notables, en otros
casos, se observo claramente la produccion de queratina por el tumor, bien diferenciado, con epitelio
escamoso acantético (Kuniko et al. 2006). El patron tumoral de este tipo de cancer, presenta masas de células
escamosas epidermoides con las caracteristicas formaciones a modo de perlas epiteliales (Figura 12), en
concordancia con lo que sefialan varios autores (Marrero et al. 2001 y Jubb et al. 2009) en bovinos afectados
con HEB.

En el caso del carcinoma in situ, las imagenes histologicas de este tipo de tumor, se correspondieron con las
lesiones anteriormente descritas aunque en el es6fago hubo proliferacion celular en forma de proyecciones
hacia la submucosa con la presencia de cambios nucleares exuberantes, abundantes figuras de mitosis y cierta
atipia citoldgica de las células del estrato basal. La frecuencia de presentacion de estos tumores se muestra en
la (Tabla 5). Se cree que las verrugas del tracto alimentario que implican al esofago, al preestomago y a la
cavidad oral, estan relacionadas con el Papilomavirus bovino tipo 3 (BPV-3) y especialmente con el BPV-4
(Roperto et al. 2010 y Sharma et al. 2013). También es posible la transformacion maligna de las lesiones del
tracto alimentario inducidas por el BPV-4 en carcinomas y constituye un riesgo mucho mayor cuando
carcindgenos como Pt en los frondes de los helechos, integran la mayor parte de la dieta. BPV 4y BPV 2, se
asocian, con tumores vesicales y con la presencia de papilomas en el eséfago, rumen, reticulo y en el intestino
delgado. Nuestros resultados coinciden con los descritos por (Meuten, 2002 y Diaz et al. 2012) que establece
la especificidad de localizacion de estos tumores en la parte anterior del aparato digestivo provocando
papilomas orales que puede volverse maligno en animales adultos alimentados con helecho.
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Grupo V. Las lesiones de la mucosa esofagica que se observaron, son las descritas en los grupos anteriores,
La presentacion de tumores en el tracto digestivo de los animales estudiados en el camal, se han asociado a la
HEB (Borzacchiello et al. 2003; Pinto et al. 2004; Borzacchiello et al. 2006 y Pinto, 2010); sin embargo,
resulta contradictorio que el 50% de los tumores esofagicos observados en este grupo, aparecieran en
animales sin lesiones evidentes en la vejiga de Hematuria Enzoética y que en los casos donde coinciden con
alteraciones vasculares de la mucosa vesical, estas no son las que se describen para la forma crénica de
evolucion de la enfermedad como plantean varios autores (Marrero et al. 2001 y Wosiacki et al. 2006), en dos
de esos casos, se presentaron alteraciones microscopicas de cardcter tumoral en la vejiga asociados a
neoplasias de origen vascular, esto implica entonces una interpretacion moderada de la relacion de estas
alteraciones con la Hematuria Enzodtica Bovina dada las caracteristicas de las lesiones (papilomas Unicos o
maltiples sin llegar a afectar directamente a la region orofaringea), no obstante esta bien documentado el
hecho de que esta entidad ha sido asociada al virus del papiloma bovino latente (BPV 4), (Wosiacki et al.
2006; Singh, 2007; Pathania et al. 2012 y Diaz et al. 2012) por la interrelacion que puede existir entre la
accion de sustancias mutagénicas y de carcindgenos activos presentes en P aquilinum, como es el
ptaquilésido, que estan asociados a la transformacion maligna del Papilomavirus bovino tipo 4 (BPV4) y al
efecto inmunosupresor adicional que provoca esta transformacion (Campo, 2006 y Diniz et al. 2009).

En total, se diagnosticaron 86 casos de tumores epiteliales y no epiteliales, que se presentaron en el caso de la
vejiga de forma mixta, combindndose tumores de diferentes origenes blastodérmicos, mientras que en el
esdfago, solo se observaron tumores de origen epitelial. Hubo mayor frecuencia de presentacion de tumores
vasculares (Hemangioma y hemangiosarcoma, p< 0, 05) en la vejiga y de papilomas (p< 0, 05) en el es6fago
con relacién al resto de las neoplasias diagnosticadas durante el estudio.Las neoplasias de origen
mesenquimatoso o epitelial observadas en la vejiga, siempre se evidenciaron en presencia de los tumores
vasculares descritos. Los tumores de origen epitelial presentes en este estudio, particularmente el Carcinoma
in situ, afectaron indistintamente a la mucosa vesical y la del es6fago. Se observé mayor frecuencia de
tumores de diferentes origenes blastodérmicos y malignidad de los mismos en la vejiga que en el es6fago, en
este 6rgano hubo un predominio de presentacion de papilomas, estos resultados, aun cuando no se observaron
carcinomas de la region orofaringea, coinciden con los descritos por varios autores (Marrero et al. 2001,
Borzacchiello et al. 2003 y Ramos et al. 2012).La frecuencia de presentacion de tumores de origen epitelial,
fue superior (p< 0, 05) a los de origen vascular dado por la alta reiteracion de papilomas en la mucosa
esofégica, en los grupos Il y IV. (Tabla 6).

Tabla 6: Frecuencia de presentacion de tumores por grupos atendiendo a su origen blastodérmico.

. Grupos
Tumores (origen) I P T m v Total
Vascular 6 25 0 2 33(0,38)b
Mesenguimatosol 2 5 0 0 7(0,08)c
Epitelial 1 3 26 16 46(0,54)a
Totales 9 33 26 18 86
"Muscular y mixomatoso Letras desiguales difieren por columna p < 0,05

La frecuencia de aparicion de hemangiomas y hemangiosarcomas coinciden con los resultados obtenidos por
(Gonzales, 2003), no obstante es preciso continuar profundizando en la clasificacion histopatoldgica de estos
tumores a partir de los criterios expresados por varios autores que se refieren al patron de crecimiento
vascular, la tendencia de solidificacion del tumor y la reactividad celular endotelial.En el estudio
toxicoldgico, el compuesto toxico ptaquilésido, obtenido en su forma estable de Pterosina B a partir de
muestras de helechos Pteridium arachnoideum de las zonas ganaderas afectadas con hematuria en la
Provincia Bolivar, por el método de extraccion y purificacion llevados a cabo, alcanz6 un grado de pureza del
90 % lo que se estimo por Cromatografia de Capa Delgada y por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR). Figura 13.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico de la sustancia de referencia Pterosina B en CLAR

La Figura 13 representa el cromatograma de la sustancia patron (pterosina B), donde se aprecia la presencia
del ptaquildsido (pterosina B) en una elevada concentracién,mostrando la especificidad analitica del método
con la presencia de un pico mayoritario correspondiente al compuesto analizado a tr = 5,217 minutos (tiempo
de retencidn). En el cromatograma se observa la presencia de sustancias interferentes o impurezas en baja
concentracion.Estos resultados confirman los reportados por otros autores quienes obtuvieron rangos de
purezas semejantes, utilizando métodos de extraccion y purificacibn mediante procesamiento
cromatogréficos, similares al empleado en este trabajo (Rasmussenet al. 2003, 2008).Los resultados de la
determinacién de la concentracion del toxico Pt mediante su metabolito estable pterosina B en muestras de
frondes jovenes y adultos (Pteridium arachnoideum), elmétodo de CLAR propuesto presentd un limite de
deteccion de 1.95 pg/g y un limite de cuantificacion de 2.47 pg/g, lo que demuestra su sensibilidad en la
determinacion del ptaquildsido en las muestras analizadas. El recobrado del método tuvo un valor de 95,5 %.
El valor de concentracion del ptaquildsido en la muestra fue corregido dividiendo por el factor de recobrado.

Los limites de deteccion y cuantificacion en la determinacion de ptaquilésido en los frondes de Pteridium
arahnoideum obtenidos son superiores a los reportados por (Agnew y Lauren, 1991 y Rasmussen et al. 2008),
quienes encontraron limites de deteccion de Spg/g, lo que puede asociarse con la mejor capacidad analitica
del método de CLAR empleado y condiciones cromatograficas, que favorecen la resolucion, la sensibilidad y
el recobrado del método alcanzado (95,5%). Estos resultados superiores pueden estar relacionados a la
aplicacion de modificaciones en el método de extraccion, lo que incluye la extraccion en bafio ultrasénico,
que permite mayor contacto del solvente con la superficie de la matriz favoreciendo el proceso de extraccion
del principio toxico en anélisis (Capelo- Martinez, 2009).En el anlisis de la cuantificacion del toxico en el
material vegetal, se pudo observar que la concentracion promedio de ptaquilésido en frondes frescos jovenes
y adultos de Pteridium arachnoideum (Kaulf.)Maxon no difieren (p = 0,83).

De igual manera la concentracion promedio de ptaquil6sido en frondes secos jovenes y adultos, tampoco
difieren (p= 0,73). Al contrario en la misma planta si existe diferencias (p = 0,004) en la concentracion del
ptaquilésido en los frondes jovenes entre frescos (588,58 pg/g) y secos (2140,01 ug/g) y en los frondes
adultos entre frescos (558,18 ug/g) y secos (1827,93 ug/g).En el analisis de correlacion entre la concentracion
de ptaquildsido en los frondes y la altitud, los resultados evidenciaron que no existio correlacion entre la
altitud (m.s.n.m) de los diferentes Cantones estudiados y la concentracion del ptaquilésido en el helecho
Pteridium arachnoideum de plantas jovenes (< 30cm) y adultas (> 1 m). Esto es, que a cualquier altitud (798
a2114 m.s.n.m) la concentracion del ptaquilésido se comportd de forma similar en los tres Cantones, con una
altitud promedio general de 1469 m.s.n.m y una concentracién promedio de ptaquildsido 573,38 pg/g en
frondes frescos jovenes y adultos (p=0,72); y de 1983,97 ug/g en frondes secos jovenes y adultos (p= 0,51).
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A pesar de no existir correlacion entre ellos, se pudo apreciar que en el Canton Chimbo existié una mayor
concentracion promedio de ptaquilésido tanto en estado fresco de frondes jovenes y adultos con 659,97 pg/gy
en seco de frondes jovenes y adultos con 3255,71ug/g, a una altura promedio de 1546 m.s.n.m. siendo la
maxima concentracion de ptaquil6sido encontrada en este estudio en losfrondes jovenes frescos con 1232,23
ug/g y los secos de 8677,68 ug/g, y la minima concentracion de Pt hallada fue en el Cantdén Echeandia en
frondes adultos frescos y secos con 107,7 y 376,57 pg/g respectivamente a una altitud de 798 m.s.n.m.

Estudios del contenido de Ptaquilésido en diferentes especies y variedades de Pteridium de Australia, Sub
América y Europa han demostrado la correlacion entre el contenido de Pt, el estado de crecimiento y variables
geogréficas tales como la altitud (Villalobos- Salazar et al. 2000), latitud (Smith et al. 1994) y exposicion a la luz
(Rasmussen et al. 2003c). Sin embargo, los datos obtenidos en el presente estudio de la determinacion del
compuesto carcinogénico en la especie Pteridium arachnoideumenla Provincia Bolivar, no demuestran estas
correlaciones, en cuanto al aumento de su concentracion con la altitud y en el estado joven y adulto de la planta en
cada una de las regiones estudiadas, concordando nuestros resultados con Rasmussen et al. (2008), quien en un
estudio para examinar la variacion de Pt en helechos a nivel de fincas, regional y nacional de toda Nueva
Zelanda,determind que no hay correlacion entre el contenido de Pt en la planta y parametros ecolégicos medidos
en las fincas, regional y nacional, por lo que datos de muestreos individuales pueden tender a apoyar las
correlaciones con la latitud y/o altitud, considerandose estas tendencias débiles y que no cuentan con el apoyo de
otros datos realizados, por lo que se requiere realizar mas estudios para describir las potenciales correlaciones
entre parametros ambientales.Los resultados de la residualidad del compuesto tdxico ptaquilésido mediante su
metabolito estable Pterosina B en muestras de leche fresca de diversas fincas procedentes de los Cantones de San
Miguel, Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar afectados con HEB, el método de CLAR propuesto presentd
un limite de deteccion de 1.95 pg/mL y un limite de cuantificacion de 2.47 pg/mL, lo que demuestra su
sensibilidad en la determinacion de ptaquil6sido de Pteridium arachnoideum en las muestras de leche analizadas.
El recobrado del método tuvo un valor de 89 %. El valor de concentracion de ptaquil6sido en la muestra fue
corregido dividiendo por el factor de recobrado.La metodologia empleada mostré un adecuado porcentaje de
recobrado, que coincide con los reportes de Alonso- Amelot et al. (1993).

Las concentraciones de residualidad de ptaquilosido (ug/mL) en leche fresca halladas por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (CLAR) reflejan niveles altos en los tres Cantones en estudio, observandose en el Cantdn
Chimbo una concentracion de Pt de 2641,13 pg/mL, en los Cantones de Echeandia y San Miguel con
concentraciones de 2130,12 pg/mL y 2219,67 pg/mL respectivamente, detectandose la residualidad del toxico en
la leche en el 89,29 % del total de las muestras analizadas. Los niveles promedios estuvieron entre 797,73 pg/ml y
1788,26 pg/ml. Es importante destacar que la residualidad del toxico en la leche de bovinos con y sin signos
aparentes de HEB, se encontrd en todas las fincas analizada de los tres Cantones y a diferentes altitudes (2210
m.s.n.ma los 778 m.s.n.m). (Tabla 7).

Tabla 7. Niveles de residualidad de ptaquilésido ((ug/mL) en muestras de leche fresca de los Cantones de
San Miguel, Chimbo y Echeandia de la Provincia Bolivar- Ecuador.
p=0,001(X £DS).

Cantones Muestras de | Contenido. Ptaquilésido Valor promedio de | Desviacion Muestras de % de muestras
leche fresca | corregido con factor de Ptaquilésido Estandar leche no de leche con
recobrado 0,89 (ng/mL) (ng/mL) en leche detectadas residualidad
en leche fresca fresca del toxico
Chimbo 25 2641,13 1788,26 a 882,60 1 4% 96 %
Echeandia 30 2130,12 797,73b 671,01 3 10% 90 %
San Miguel 29 2219,67 805, 42b 640,34 5 17,24% 82,76%
General 84 2641,13 1130,47 852,58 9 ]10,71% 89,29%

(a, b) valores promedios con letras no comunes en el superindice de la misma columna indican diferencias
estadisticas. p= < 0,05.

A pesar de que el método resulté idoneo para determinar los elevados niveles de residualidad del elemento tdxico,
en la actualidad se ha descrito un novedoso método de determinacion de ptaquilésido por CG/Masas con el
empleo de bromo — pterosina B como estandar externo, lo que posibilita que aumente la sensibilidad del método
para detectar niveles de ptaquil6sido en el orden de ppb (parte por billon, pg/g), en muestras de leche de vaca y de
otros animales como ovinos, caprinos y equinos (Bonadies et al. 2011).
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Un aspecto de extrema importancia que hay que considerar; es el asociado a la eliminacion de ptaquildsido
presente en la leche de las vacas intoxicadas (Alonso—Amelot, 1997), sobre todo en la forma subclinica, donde no
se aprecia aun signos clinicos; este hecho pone en riesgo a los consumidores de contraer cancer gastrico. (Alonso
Amelot et al. 2000; Alonso Amelot y Avendafio, 2002; Alvarado, 2003). Asi como varios estudios confirman la
presencia de ptaquilésido en leche proveniente de animales expuestos al consumo de esta planta (Alonso-Amelot
et al. 1998; Bonadies et al. 2011; Pissarelli et al. 2012). Para valorar el potencial riesgo a la Salud Humana que
implica el consumo de leche con residualidad del toxico Pt en los Cantones estudiados, en la Figura 14se refleja
que este producto de primera necesidad y alto valor biolégico no es inocuo para los consumidores, ya que al
consumir 0,5 L/dia de leche fresca, estaria ingiriendo el compuesto toxico ptaquilésido como promedio de 894,13
mg/0,5 L/dia de leche fresca en el Canton Chimbo. Se considera al Pt como el causante de tumores en los
animales de granja y también en los humanos (Campos et al. 2008; Trendafilova et al. 2012; Rasmussen et al.
2012; Rasmussen et al. 2013).Este compuesto Pt fue descubierto por primera vez en un estudio experimental, en
la leche de una vaca alimentada con frondes de helecho fresco (6kg/dia), equivalente a 216 mg/dia de Pt puro y
hallando una cantidad de 0.11 mg/L en la leche fresca (Alonso-Amelot et al. 1993). Asi mismo en otro estudio
encontraron en la leche entre 2 y 10 mg de este potente carcinégeno (Alonso-Amelot, 1999).
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Figura 14. Concentracion promedio de ptaquilésido (mg/0,5 L de leche fresca). Potencial riesgo a la Salud
Humana en los Cantones de San Miguel, Chimbo y Echeandia.
P = 0.007. (X £DE). T Student.

Nuestros resultados demuestran niveles muy elevados en solo 0,5 L de leche fresca, que pudiera ser por el
consumo de P arachnoideumque los animales hacen de forma natural y ad libintum, desconociéndose las
cantidades (kg/dia) reales de su consumo, lo que revela el alto riesgo de contraer cancer gastrico en la poblacion
de la Provincia Bolivar a través de la cadena alimentaria por consumir leche y sus derivados de animales
intoxicados por esta planta.La leche de bovinos que pastan en potreros invadidos por Pteridium aquilinum debe
ser considerada como un posible factor etiologico del cancer géstrico en los humanos (Alonso-Amelot et al.
1993). Por otra parte, muchos compuestos quimicos que se encuentran presentes en las plantas dafiinas pueden
afectar la salud humana no solo por el consumo directo del vegetal sino a través de la cadena alimentaria al
consumir leche y otros productos procedentes de animales intoxicados (Rasmussen, 2003; De Luca et al. 2012).
El Comité Britanico de Toxicidad de Quimicos en Alimentos, Productos de Consumo y el Ambiente (COT), ha
declarado al ptaquilésido como un agente carcindgeno potencial para los humanos a todos los niveles de ingestion
(COT, 2008).Varios estudios han documentado sus efectos genotéxicos como mutagénico y clastogénico del Pt
que actGa como agente alquilante de la molécula de ADN (Recouso et al. 2003; Almeida Santos et al. 2006;
Ferguson y Philpott, 2008; Pereira et al. 2009; Gil da Costa et al. 2012; Gomez et al. 2012). También estudios
recientes describen el efecto clastogénico, aneugénico e inductor de intercambio de croméatidas hermanas en
linfocitos humanos a dosis de 5, 10 y 20 pg/mL (Gil da Costa et al. 2012a). Todos estos antecedentes manifiestan
el riesgo potencial que tiene el consumo de leche con niveles residuales del toxico (Pt), en la Salud Humana de la
Provincia Bolivar, carcinogénico natural que produce cancer gastrico, demostrado por varios autores (Smith et al.
2000; Vetter, 2009; Fletcher et al 2011; Gil da Costa et al. 2012a; Vinayak and Guy, 2015).
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Conclusiones

Se demostré la presencia de la Hematuria Enzodtica Bovina, en las zonas ganaderas de la Provincia Bolivar,
Ecuador, evidenciado por los indicadores epidemiolégico, clinico, anatomopatoldgico y toxicolégico de forma
integradora, confirmandose que la entidad es causada por la ingestion reiterada de Pteridium arachnoideum
(Kaulf.) Maxon, puntualizandose las caracteristicas particulares de ésta intoxicacion en esa zona geogréfica y su
efecto negativo en la inocuidad de la leche, lo que constituye un riesgo potencial para la salud humana.
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