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“Phantasie ist wichtiger als wissen, denn wissen ist begrenzt”
"La imaginacion es mas importante que el conocimiento, porque el conocimiento es limitado™

Albert Einstein



AGRADECIMIENTOS

Primero que nada, agradezco al “Gran Arquitecto del Universo”, el Dios todo poderoso,
que me guio, me protegio, y me dio fuerzas para lograr este titulo. Fueron largos los
caminos recorridos en estos diez afos.

Este trabajo se hizo posible por el empefio de dos Mentores, con los cuales tuve el honor de
convivir. No se puede contar la historia de la calcinosis enzodtica en Sudamérica y ahora
en el mundo, sin hablar de ellos.

A mi tutor, Dr. Franklin Riet-Correa, gratitud por la oportunidad, por recibirme en el
Uruguay, y por ser un gran ejemplo de profesional y de persona. jQue honor trabajar con
vos, muchas gracias, Mestre!

A mi cotutor, idealizador del proyecto de doctorado, la leyenda Dr. Severo Sales de Barros.
Qué mismo jubilado sigue formando gente. Convivir contigo, aprender la filosofia de
trabajo que influyo el éxito de generaciones de patologos, fue el honor de mi vida.
iGratitud eterna, Mestre!

Deseo que la filosofia de trabajo que ustedes ensefiaron por décadas sobreviva a el poder
del tiempo por medio de sus discipulos. Toda mi admiracién y respeto.

Al Dr. Eduardo Juan Gimeno (Universidad Nacional de La Plata-Argentina), mismo
jubilado, aceptd de pronto el desafio de llevar a cabo el trabajo de revisiéon. jMuchas
gracias!

Agradezco al Dr. Mércio Botelho de Castro, Dra. Tais Meziara Wilson y Dra. Alexandra
Bittencourt del Laboratorio de Patologia Veterinaria de la Universidad de Brasilia, por la
ejecucion de la técnica de inmunohistoquimica.

A mi familia por el apoyo en todos los momentos y a la querida Cintia Queiroz que me
ayudo activamente, pero de forma andnima, para lograr llevar a cabo la tesis de doctorado.

A todos los compafieros que me hicieron los dias mas alegres en Uruguay: Anita, Carlos,
Fabiana, Luiz, Luis, Gracialda, Luciana, Ana Carolina, Juan Pablo y los estudiantes del
practicantado.

A INIA por la financiacion de la beca doctoral y a la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de la Republica por el apoyo y oportunidad.

Gracias Uruguay, por la naturaleza y por la gente. Disfruté cada salida al campo, cada
necropsia y las multiples enfermedades de rumiantes y plantas toxicas que solo habia
escuchado o mirado en libros.

“Renunciar...ya lo pensé, pero nunca me tomé en serio; es que hay mas camino en mis
0jos que fatiga en mis piernas, mas esperanza en mis pasos, que tristeza en mis hombros,
mas camino en mi corazén que miedo en mi cabeza”.

“Desistir...eu ja pensei seriamente nisso, mas nunca me levei realmente a sério; é que tem
mais chdo nos meus olhos do que cansaco nas minhas pernas, mais esperanca nos meus
passos, do que tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu coragao do que medo na
minha cabeca.”

Cora Coralina

vii



INDICE

RESUMEN ..ottt ettt ettt ettt ettt et et s et et et e et e et ee s s e et et ee s e eeeeeenan
SUMMOARY ..ottt e et ettt et et et s et et et e e et et es s e e et es et s e seeteseneneneees
1.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA......cooooooieeeeeeeeeeeeeeeee et
2. HIPOTESIS ... oot eeeee ettt ettt ettt n et en et es e s,
3. OBJETIVO GENERAL......cooioteeeeeeeee et e et s et ee s en s e
4, OBIETIVOS ESPECIFICOS. .....coeeeeeeeeeeeee e
5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION ....oooiioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen oo
6.

10.
11.
12.

CAPITULO 1. CALCINOSIS ENZOOTICA EN RUMIANTES: REVISION DE
L ITERATUR A oo,

CAPITULO 2. EFECTOS DE LA INTOXICACION POR Nierembergia veitchii
SOBRE LAS CELULAS MUSCULARES LISAS ARTERIALES: UNA
CONTRIBUCION A LA PATOGENIA DE LA  CALCINOSIS
ENZOO T C A oo,

CAPITULO 3. CALCINOSIS ENZOOTICA EN OVINOS EN
URUGUAY ..o,

CAPITULO 4. HIPERPLASIA Y CARCINOMA DE CELULAS
PARAFOLICULARES EN OVINO INTOXICADO POR Nierembergia rivularis

viii

xi
Xii
Xii
Xii
xiii

17

32



RESUMEN

La calcinosis enzodtica es una enfermedad caracterizada por curso crénico, mineralizacién
de  tejidos blandos, hipercalcemia, hiperfosfatemia, hipercalcitoninismo,
hipoparatiroidismo, osteonecrosis y osteopetrosis. El objetivo de esta tesis fue aportar
nuevas informaciones al mecanismo patogénico de la calcinosis enzodtica a partir de casos
de intoxicacion por Nierembergia veitchii en ovinos y caracterizar regionalmente la
ocurrencia de la intoxicacion por Nierembergia rivularis en ovinos en Uruguay. El proceso
de calcificacion arterial en la calcinosis enzodtica presenta caracteristicas comunes al
proceso de osificacion. Detectamos la expresion de proteinas estimuladoras del proceso de
calcificacion, cambios morfologicos de las células musculares lisas arteriales, eventos de
migracion, y produccion de vesiculas matriciales y exosomas que son indispensables para
el inicio del dicho evento. En conclusidon, son necesarias condiciones bioquimicas y
celulares adecuadas para el desarrollo del proceso de calcificacion. Los resultados
inmunohistoquimicos y ultraestructurales encontrados en ovinos intoxicados con N.
veitchii pueden ser aplicados al mecanismo patogénico de otras plantas calcinogénicas. En
Uruguay, la intoxicacion por N. rivularis es actualmente la principal causa de calcinosis
enzodtica y afecta principalmente a los ovinos en las épocas de primavera y verano. Los
brotes estan asociados a areas humedas del lago del Rincdn del Bonete en los
departamentos de Tacuarembd y Durazno. Las tasas de mortalidad varian de 5% a 24%.
Son afectados ovinos de todas las edades, excepto lactantes. En un ovino intoxicado por N.
rivularis fue observado carcinoma de las células C de las tiroides, que puede estar asociada
a hipercalcemia cronica.

PALABRAS CLAVE: Calcinosis enzoo6tica, rumiantes, plantas toxicas, vitamina D.



SUMMARY

Enzootic calcinosis is a disease characterized by a chronic course, soft tissue
mineralization, hypercalcemia, hyperphosphatemia, hypercalcitoninism,
hypoparathyroidism, osteonecrosis, and osteopetrosis. The purpose of this thesis was to
provide new information on the pathogenic mechanism of enzootic calcinosis from cases
of poisoning by Nierembergia veitchii in sheep and to characterize the occurrence of
poisoning by Nierembergia rivularis in sheep in Uruguay. The process of arterial
calcification in enzootic calcinosis has characteristics in common with the process of
ossification. We detected the expression of stimulatory proteins of the calcification
process, morphological changes in vascular smooth muscle cells, migration events, and
production of matrix vesicles and exosomes that are crucial for the initiation of this event.
In conclusion, favorable biochemical and cellular conditions are necessary for the
development of the calcification process. The immunohistochemical and ultrastructural
results found in sheep poisoned by N. veitchii can be applied to the pathogenic mechanism
of other calcinogenic plants. In Uruguay, N. rivularis poisoning is currently the main cause
of enzootic calcinosis and mainly affects sheep during spring and summer. The outbreaks
are associated with humid areas of the Rincon del Bonete lake in the departments of
Tacuarembo and Durazno. Mortality rates vary from 5% to 24%. Sheep of all ages are
affected, except lactating animals. Malignant transformation of thyroid C cells, is reported
in a sheep poisoned by N. rivularis and could be associated with chronic hypercalcemia.

KEYWORDS: Enzootic calcinosis, ruminants, poisonous plants, vitamin D.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



La calcinosis enzodtica es una enfermedad crénica, descripta en todos los
continentes, que afecta principalmente a los rumiantes asociada con el consumo de varias
plantas calcinogénicas. El cuadro clinico, la epidemiologia, las alteraciones macro y
microscopicas son bien conocidos en la mayoria de los paises; sin embargo, la
comprension del mecanismo patogénico de esta enfermedad sigue siendo un desafio.

Las pérdidas econdémicas siguen ocurriendo en &reas invadidas por plantas
calcinogénicas, como en el caso del Uruguay. Por tratarse de una enfermedad que no tiene
tratamiento efectivo, la caracterizacion etioldgica y epidemioldgica de la enfermedad es
importante para que los productores y meédicos veterinarios puedan identificar y adoptar
medidas de control y profilaxis para rebafios criados en areas endémicas.

Xi



2.

3.

HIPOTESIS

e Las proteinas Gseas no coldgenas, la fosfatasa alcalina no tejido especifica, las
vesiculas matriciales y los exosomas estan involucrados en el proceso de calcificacion
de las arterias, en la calcinosis enzodtica.

e En Uruguay, la intoxicacion por Nierembergia rivularis es la principal causa de
calcinosis enzootica y afecta principalmente a los ovinos criados en zonas himedas.

e La hipercalcemia cronica secundaria a la intoxicacién por planta calcinogénica
puede generar alteracion preneoplasica (hiperplasia) y transformaciones malignas
(carcinoma) de la tiroides.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el mecanismo patogénico de la calcinosis enzodtica utilizando casos de

intoxicacion en ovinos por Nierembergia veitchii y caracterizar la calcinosis enzodtica
causada por Nierembergia rivularis en ovinos en Uruguay.

4.

5.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar la expresion de las proteinas 6seas no colagenas, fosfatasa alcalina no
tejido especifica y caracterizar las alteraciones ultraestructurales involucradas en el

proceso de mineralizacion arterial en la calcinosis enzodtica.

e Caracterizar los aspectos etioldgicos, epidemioldgicos, clinicos y patologicos y las
medidas de control y profilaxis de la calcinosis enzodtica en ovinos en Uruguay.

e Reportar un caso de hiperplasia y carcinoma de células C de la tiroides en una oveja
intoxicada por Nierembergia rivularis.

ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

xii



La presente tesis consta de cuatro articulos que fueron realizados con el fin de
cumplir con los objetivos planteados anteriormente. En el articulo uno, se realiz6 una
revision de la calcinosis enzootica en el mundo, con el objetivo de aportar datos
relacionados a la historia de la enfermedad, especies y caracteristicas morfoldgicas de las
plantas calcinogénicas, principio toxico, patogénesis, epidemiologia, signos clinicos,
patologia, diagnostico, control y profilaxis de la misma. Este articulo fue publicado en la
revista Toxicon (10.1016/j.toxicon.2020.08.009). En el articulo dos, presentamos una
contribucion al entendimiento del mecanismo patogénico de la calcinosis enzooética. El
trabajo serd enviado para revista Veterinary Pathology. En el articulo tres, presentamos una
revision de literatura a cerca de la calcinosis enzootica en ovinos en Uruguay y
describimos dos brotes de intoxicacién por Nierembergia rivularis en esta especie. Este
articulo fue publicado en la revista Pesquisa Veterinaria Brasileira (10.1590/1678-5150-
PVB-6766). Por fin, en el articulo cuatro describimos los aspectos patolégicos de un caso
de hiperplasia y carcinoma de células C de la tiroides en una oveja con calcinosis
enzodtica, que fue publicado en la revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (10.1590/1678-4162-11795).

Xiii



6. CAPITULO 1. CALCINOSIS ENZOOTICA EN RUMIANTES:

REVISION DE LITERATURA
Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2020.08.009

RESUMEN

La calcinosis enzoética (CE), es una enfermedad cronica, causada por plantas toxicas, que
ha afectado principalmente a los rumiantes durante mas de 100 afios. Se caracteriza por
una calcificacion de los tejidos blandos, hipercalcemia, hiperfosfatemia, hi-
poparatiroidismo, hipercalcitoninismo, osteonecrosis y osteopetrosis. EI compuesto toxico
reportado en algunas de estas plantas son 1,25(OH);Ds y sus metabolitos. La
caracterizacion de esos principios calcinogénicos se realizé en Solanum glaucophyllum,
Trisetum flavescens, Cestrum diurnum y Stenotaphrum secundatum. Otras especies de
plantas que causan CE son Nierembergia rivularis, Nierembergia veitchii, Solanum
torvum, y Solanum stuckertii. Los hallazgos clinicos y patolégicos de la CE estan bien
caracterizados. En esta tesis presentamos diferentes aspectos del mecanismo patogénico de
la CE, incluyendo la modulacion genética, la expresién de las proteinas Oseas, la
desdiferenciacion celular de las células musculares lisas arteriales, los cambios fenotipicos,
la produccidon de una matriz calcificable y la modulacion del equilibrio de calcio y fosforo.
El uso de la patologia comparativa puede aportar avances significativos en la comprension
del mecanismo patogénico. Presentamos, ademas, un enfoque amplio de los diferentes
aspectos de la intoxicacion: historia de la CE en diferentes continentes; especies de plantas
causadoras, su distribucién y morfologia; principio tdxico; patogénesis; epidemiologia;
signos clinicos; diagnostico; y control y profilaxis.

Palabras clave: calcinosis enzodtica, plantas calcinogénicas, patogénesis, vitamina D.

INTRODUCION

La calcinosis enzootica (CE) sigue siendo un problema importante en la produccién
de rumiantes en zonas geograficas especificas de todos los continentes, a pesar de los
avances cientificos. En los rumiantes, la CE es una enfermedad crénica, compleja, causada
por plantas toxicas, y caracterizada por calcificacion de tejidos blandos, hipercalcemia,
hiperfosfatemia, hipoparatiroidismo, hipercalcitoninismo, osteonecrosis y osteopetrosis
(Riet-Correa etal. 1987; Mello, 2003).

Se ha reportado calcinosis enzodtica en animales de produccion en las Americas
(Sivori, 1896; Ligniéres, 1898; Collier, 1926; Pardi & Santos, 1947; Barros et al. 1970;
Krook et al. 1975a, Krook 1975b; Riet-Correa et al. 1975, Riet-Correa et al. 1987; Carrillo
& Worker, 1967; Arnold & Fincham, 1997; Durand et al. 1999; Garcia y Santos et al.
2012; Odriozola et al. 2017), Europa (Libiseller & Gunhold, 1969; Kohler, 1981; Dirksen
et al. 1970; Wanner et al. 1986), Africa (Tustin et al. 1973), Asia (Neumann et al. 1973), y
Oceania (Copland, 1975; Morris et al.1979).


https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2020.08.009

El 1,25(0OH):Ds ha sido identificado como el principio toxico en plantas
calcinogénicas conocidas:  Solanum glaucophyllum Desf. (anteriormente Solanum
malacoxylon Sendtn), Trisetum flavescens (L). P. Beauv., Cestrum diurnum L., y
Stenotaphrum secundatum Kuntze (Japelt & Jakobsen, 2013).

Los casos esporadicos o los brotes de intoxicacion son endémicos (enzodticos) en
zonas con plantas calcinogénicas (Rissi et al. 2007; Rissi et al. 2009). El consumo natural y
experimental de Solanum glaucophyllum, Trisetum flavescens, Cestrum diurnum vy
Solanum torvum Buch. Jamén. ex Wall, Nierembergia veitchii Berk. ex Hook, y
Nierembergia rivularis Miers. (sindnimo Nierembergia repens Ruiz & Pav) en varias
especies animales, pero principalmente en rumiantes, causa enfermedades crénicas
caracterizadas por elevacion de los niveles séricos de calcio y fosforo y mineralizacion de
tejidos blandos (calcinosis) que afecta al sistema cardiovascular, incluyendo las arterias
elasticas y musculares, pulmones, rifiones, tendones, pre-estbmagos, Utero y huesos
(Morris, 1982; Morafia et al. 1994; Mello, 2003; Garcia y Santos et al. 2012).

En algunos paises se han notificado enfermedades similares de mineralizacion
sistémica con etiologias desconocidas en animales de pastoreo, que posiblemente estén
relacionadas con la ingestion de plantas téxicas aun no identificadas (Hendershot, 1942;
Lynd et al. 1965; Neumann et al. 1973; Tustin et al. 1973; Gill et al. 1976; et al. 2011,
Collett & Brown, 2018).

La elucidacion del mecanismo patogénico de la CE sigue siendo un desafio.
Durante afios, la calcificacion metastasica debida a la hipercalcemia fue el mecanismo
primario propuesto para la CE (Carrillo & Worker, 1967; Riet-Correa et al. 1975; Hilbe et
al. 2000; Holcombe et al. 2014; Miller & Zachary, 2017). Sin embargo, se han propuestos
nuevas teorias y mecanismos relativos a la patogénesis de la CE basados en las
investigaciones de microscopia electronica de transmision e inmunohistoquimica de tejidos
lesionados (Barros et al. 1981; Vasconcelos et al. 1998; Barros & Gimeno, 2000; Peixoto
etal. 2012).

El presente capitulo tiene por objetivo ofrecer una vision detallada de la CE,
abordando la historia de la enfermedad en todo el mundo, las caracteristicas de las plantas
calcinogénicas y los principios toxicos, la patogénesis, los aspectos clinico-patologicos y la
prevencion.

HISTORIA DE LA CALCINOSIS ENZOOTICA EN EL MUNDO

La CE se identificé por primera vez en bovinos con calcificacion pulmonar en el
siglo XIX en Argentina (Sivori, 1896). La enfermedad se denomind regionalmente
"enteque seco" (Ligniéres, 1898), con una etiologia que se creia estar relacionada con la
pasteurelosis crénica. También se detectd en Argentina "arteriosclerosis epidémica” en
ovinos, enfermedad similar al enteque seco (Ligniéres, 1912). Durante el verano se
identific6 una enfermedad en las zonas inundadas con presencia de Solanum
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glaucophyllum nativo. Se asocié la enfermedad con la ingesta de la planta y se reportaron
cambios patolégicos y métodos de control (Collier, 1926, 1927).

En Brasil se describié por primera vez la CE en bovinos con mineralizacion
pulmonar y arterial en el Pantanal del Mato Grosso, la region inundable tropical mas
extensa del mundo (Tibiricd, 1927a, b; Pardi & Santos, 1947). En la misma region, un
estudio detallado evalud la intoxicacion de bovinos por Solanum glaucophyllum (el
nombre regional de la planta es “espichadeira” y el de la enfermedad "espichamento”) y su
impacto econémico (Ddbereiner et al. 1971). También se reportd calcinosis enzootica en
ovinos en el estado de Rio Grande do Sul, Brasil (Barros et al. 1970), atribuida al consumo
de Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987).

En Jamaica desde la década de 1940, una enfermedad conocida como "Manchester
Wasting Disease", que causa calcificacion pulmonar y cardiovascular en bovinos, cabras y
caballos, inicialmente se atribuyé a un desequilibrio nutricional (Arnold & Fincham,
1950). Posteriormente, un estudio experimental que investigd la interaccién de calcio,
fésforo y magnesio sugirio que una planta era la fuente de vitamina D y la etiologia de la
enfermedad (Arnold, 1969). Mas tarde, Stenotaphrum secundatum, que también contiene
1,25(0OH)2D3, fue identificado como la causa de la CE en Jamaica, todavia no se ha
reproducido experimentalmente la enfermedad con esa planta. Sin embargo, la enfermedad
tiene menor impacto actualmente debido a la sustitucion de las zonas naturales de
Stenotaphrum secundatum por pastos mas productivos (Arnold & Fincham, 1997). Se ha
descrito una enfermedad calcinogénica en bovinos y caballos, causada por la planta
Cestrum diurnum, abundante en pastos en Miami (Florida, EEUA) (Krook et al. 1975a;
Krook et al. 1975b; Wasserman et al. 1975). ElI Cestrum diurnum es también una causa
importante de CE en bovinos en Cuba (Durand et al. 1999).

En Austria, se notificé una CE en bovinos asociada inicialmente a un desequilibrio
mineral (Onderscheka et al. 1967; Libiseller & Gunhold, 1969). Se propuso como causa de
la enfermedad un compuesto toxico en los pastizales y no se detectd desequilibrio mineral
(Kohler & Libiseller, 1970). Intoxicacion experimental de conejos con Trisetum flavescens
(Poaceae) llevd a la determinacion de la etiologia de la enfermedad (Dirksen et al. 1971;
Dirksen et al. 1972).

En las zonas silvopastoriles de pinos en Papua Nueva Guinea, se identificoO una
enfermedad caracterizada por mineralizacion sistémica, altos niveles séricos de calcio y
fosforo, y signos clinicos de CE principalmente en bovinos destetados (Copland, 1975).
Intoxicacién experimental de ratas con hojas de Solanum torvum produjo mineralizacion
de tejidos blandos, hipercalcemia e hiperfosfatemia (Morris et al. 1979).

En Uruguay la CE estd asociada al consumo de Solanum glaucophyllum y
Nierembergia rivularis y afecta bovinos y ovinos creados en zonas humedas (Riet-Correa
et al. 1975; Garcia y Santos et al., 2012).



También se ha descrito CE en cabras adultas en pastoreo semi extensivo desde
2007 en San Luis, Argentina (Iglesias et al. 2008). Recientemente, se determind que la
enfermedad es causada por intoxicacion natural por Solanum stuckertii (Rossanigo et al.
2017).

Calcinosis enzodtica causada por plantas toxicas aun no identificadas ocurre en
rumiantes en Hawaii (Hendershot, 1942; Lynd et al. 1965), Israel (Neumann et al. 1973),
Sudéfrica (Tustin et al. 1973), India (Gill et al. 1976), Brasil Central (Guedes et al. 2011) y
Nueva Zelandia (Collett & Brown, 2018).

Teniendo en cuenta el desarrollo actual de métodos analiticos para estudiar la
vitamina D y sus compuestos conexos (Japelt & Jakobsen, 2013), se espera que en un
futuro proximo esta tecnologia permita determinar los compuestos tdxicos adn
desconocidos de algunas plantas calcinogénicas y estudiar otras calcinosis enzodticas de
causa desconocida.

ESPECIES, DISTRIBUCION Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS
PLANTAS CALCINOGENICAS

Dos familias de plantas toxicas estan asociadas con la CE, Trisetum flavescens y
Stenotaphrum secundatum, de la familia Poaceae, y Cestrum diurnum, Nierembergia
rivularis, Nierembergia veitchii, Solanum glaucophyllum, Solanum stuckertii y Solanum
torvum de la familia Solanaceae.

Solanum glaucophyllum (Figura 1) se encuentra en Argentina, Uruguay, en los
suelos arcillosos del Pantanal brasilefio de los estados de Mato Grosso y Mato Grosso do
Sul, y en el sur del estado de Rio Grande do Sul (Riet-Correa et al. 1975; Gimeno, 2001,
Tokarnia et al. 2012). Es un arbusto caducifolio que crece hasta 1,5 m de altura y esta
compuesto por hojas simples y lanceoladas de hasta 20 cm de longitud, y crecimiento
activo en verano. La inflorescencia primaria es terminal y las deméas son laterales; las
flores son violaceas, la fruta es redonda y negra, y las raices son profundas y rizomatosas
(Okada et al. 1977).



Figura 1. Plantas toxicas calcinogénicas. A) Solanum glaucophyllum. B) Inflorescencia.
C) Los animales consumen las hojas caidas mezcladas con el pasto.

En la provincia de San Luis, Sur de los Andes, Argentina, Solanum stuckertii que
crece en campos abiertos y préxima a areas inundadas causa CE en caprinos. La planta es
un arbusto de hasta 3 metros de altura, con el tallo cubierto de pelos finos, flores
amarillentas y blancas y frutas globosas, que cuando estan maduras exhiben una coloracién
naranja (Rossanigo et al. 2017).

Trisetum flavescens es una planta perenne, con una altura de 20-130 cm, con tallos
erectos, sin ramas y con nudos marrones. Las hojas son lanceoladas, de hasta 18 cm de
longitud y de 1 a 4 mm de ancho y de color verde, con pelos. Las paniculas son doradas,
densas, estrechas y erguidas de hasta 17 cm de largo, mientras que los granos son estrechos
de 1 a 3 mm de longitud y el sistema de la raiz inferior es ramificado y rizomatoso (Dixon,
1995).

En la mayor parte de Europa el Trisetum flavescens crece en condiciones diversas,
incluyendo suelos secos y neutros con sustrato de caliza a magnesio y devoniano. Es
adaptada a temperaturas entre -40 °C y 40 °C, y precipitaciones anuales de 1 a 1900 mm.
CE asociada a Trisetum flavescens se identific en rumiantes en Austria, Alemania y Suiza
(Dirksen et al. 1971).

Cestrum diurnum es un arbusto o un arbol pequefio y perenne, de hasta 2 m de
altura, nativo de Cuba, Jamaica y Puerto Rico. La planta esta adaptada a suelos poco
profundos con un crecimiento activo en areas no sombreadas, con 1400-2400 mm de
precipitacion. Fue introducida como planta ornamental en Norteamérica. Se caracteriza por
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tallos erectos, hojas lanceoladas de 5-11 cm de longitud, flores amarillentas-blancas y
frutos de color violeta a negro (Durand et al. 1999). En Florida, esta planta invade y crece
en exceso en zonas degradadas causando CE en rumiantes y caballos (Krook et al. 1975a;
Krook et al. 1975b).

Nierembergia spp. son plantas rastreras con tallos delgados, hojas simples y
redondeadas de color verde, 2-3,5 cm de ancho y 1-1,5 cm de largo, y pueden ser glabras o
pubescentes, mientras que las flores son blancas. Nierembergia veitchii (Figura 2A) es una
planta tdxica calcinogénica para las ovejas y, raramente, para bovinos en Rio Grande do
Sul, Brasil. Se encuentra en suelos de las zonas rurales altas de los municipios de Jalio de
Castilhos, Tupanciretd, Santa Lucia, Sdo Sepé, Piratini, Pinheiro Machado y Lavras do Sul
(Barros et al. 1970; Riet-Correa et al. 1987). Nierembergia rivularis (Figura 2B) es una
planta tdxica para ovinos encontrada en Sudamérica, principalmente en zonas humedas de
Uruguay cerca de rios y lagos (Garcia y Santos et al. 2012).

BTN B
Figura 2. Plantas toxicas calcinogénicas. A) Nierembergia veitchii. B) Nierembergia
rivularis.

En Jamaica, Stenotaphrum secundatum es una planta de crecimiento constante que
forma alfombras de hojas que causan la CE, y se encuentra en suelos himedos en regiones
tropicales o subtropicales. Los tallos tienen una longitud de 10-30 cm, con hojas
conduplicadas, ligulas y borde piloso (Arnold y Fincham, 1997).

PRINCIPIO TOXICO Y PATOGENIA

La vitamina D es un secosteroide clasificado en cinco clases diferentes y dos
formas primarias: vitamina D> (ergocalciferol) y vitamina D3z (colecalciferol) (J&pelt &
Jakobsen, 2013). La sintesis de vitamina Dz se produce a través de la conversion
fotoquimica del 7-dehidrocolesterol de provitamina inducido por rayos ultravioleta (UVB)
(longitud de onda, 290 nm-315 nm). Se transforma en 25(OH)D3z mediante la accion de 25-



hidroxilasa en el higado y, en el rifidn, se convierte en la forma activa 10,25(0OH)2D3
(calcitriol), mediante la accion de 1a-hidroxilasa.

El calcitriol induce la sintesis de las proteinas complejantes del calcio, que son
responsables por la absorcion del calcio en el intestino. Otros efectos fisioldgicos de la
vitamina D son bien conocidos (Holick et al. 1981; Japelt & Jakobsen, 2013).

La hipercalcemia es el resultado de una mayor concentracion de 1,25(OH)2Ds en
intoxicaciones enddgenas 0 exdgenas. Las principales causas de intoxicacion endogena por
1,25(0OH).D3 son las enfermedades granulomatosas, los linfomas y la hipercalcemia
infantil idiopatica, mientras que la intoxicacion exdgena por vitamina D se debe a la
sobredosis de andlogos de vitamina D a través de diversas vias de administracion
(Marcinowska-Suchowierska et al. 2018). EI consumo de plantas tdxicas calcinogénicas es
la causa mas importante de intoxicacion exdgena por vitamina D entre los animales de
pastoreo.

Se encuentran precursores de 1,25(0OH)2D3 en plantas de la familia Cucurbitaceae,
Fabaceae, Poaceae y Solanaceae (Boland et al. 2003), y en algas en Australia (Hughes et
al. 2018). 1,25(0OH)2Ds, un potente principio calcinogénico, se ha notificado en Solanum
glaucophyllum, Cestrum diurnum, Trisetum flavescens y Stenotaphrum secundatum
(Arnold & Fincham, 1997; Japelt & Jakobsen, 2013). Aunque no se caracterizaron
quimicamente los principios tdxicos de Nierembergia veitchii, Nierembergia rivularis y
Solanum torvum estas plantas también muestran actividad bioldgica similar a la vitamina D
(Morris et al. 1979; Riet-Correa et al. 1987; Mello, 2003; Garcia y Santos et al. 2012).

Trisetum flavescens, una planta conocida como tdéxica para los rumiantes en
Europa, cultivada en ausencia de radiacion UVB carece de actividad y toxicidad de la
vitamina D. Los rayos UVB son cruciales para la formacion de vitamina D en plantas y
animales vertebrados (Rambeck et al. 1981).

Las plantas de las familias Solanaceae y Poaceae son sometidas a hidrdlisis
bacteriana en el tracto digestivo de rumiantes y monogastricos, liberando precursores de
vitamina D y 1,25(OH)2Ds. Este ultimo provoca directamente cambios en el metabolismo
del calcio y el fosforo en los tejidos blandos y 0seos (Figura 3).

Su ingesta se superpone con la produccion de 1,25(0OH)2Dz en el rifién y estimula la
produccion de proteinas transportadoras de calcio, la hipercalcemia y la hiperfosfatemia
debido a un aumento patoldgico de la absorcion intestinal de calcio y la reabsorcion renal
de fésforo, respectivamente. La hipercalcemia promueve la retroalimentacion negativa de
la parathormona y desencadena la secrecion de calcitonina de las células C de la tiroides, lo
que da lugar al hipercalcitoninismo y al hipoparatiroidismo (Morris, 1982; Mello, 2003).

La mineralizacion de los tejidos blandos es el resultado de la interaccion entre las
células de los tejidos, una matriz organica y los cristales inorganicos (es decir, los
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minerales). El depésito de minerales en los tejidos puede ser el resultado de procesos
fisioldgicos o patoldgicos dentro o fuera de la célula, y en una matriz organica (Donnelly
& Boskey, 2011). Bajo la accion del 1,25(0OH).Ds, la hidroxiapatita puede depositarse
como oxalatos en los vasos sanguineos, los muasculos, los cartilagos hialinos y articulares,
y los tejidos blandos (Donnelly & Boskey, 2011).

En la literatura, los mecanismos patologicos de la mineralizacion que se producen
en la CE han sido controvertidos. La calcificacion metastasica es ampliamente aceptada
para describir la mineralizacion de los tejidos detectados en animales con hipervitaminosis
D (Carrillo & Worker, 1967; Riet-Correa et al. 1975; Hilbe et al. 2000; Holcombe et al.
2014; Miller & Zachary, 2017).

El depdsito de las sales de calcio en tejidos sanos o previamente lesionados,
también conocido como mineralizacion patoldgica, se clasifica tradicionalmente como
calcificacién metastasica y calcificacion distrofica. La calcificacion distrofica se produce
en tejidos previamente lesionados, mientras que la calcificacion metastasica se asocia con
la hipercalcemia y el subsiguiente depdsito de minerales en los tejidos blandos normales
(Miller & Zachary, 2017). De hecho, la hipercalcemia es una alteracion metabdlica
frecuente en respuesta a la accion del 1,25(0OH)2Ds en la CE. Por lo tanto, los altos niveles
séricos tempranos de calcio seguidos de la deposicion de minerales en los tejidos fueron la
base para el establecimiento del término patologico "mineralizacion metastasica” (Morris,
1982). En contraste con la teoria de la calcificacidn metastasica en la CE, se sugiere que la
degeneracion y fragmentacion de las fibras elasticas vasculares surgen antes de la
calcificacidn tisular en la toxicosis por vitamina D (Done et al. 1976; Peixoto et al. 2012).

Ultrastructuralmente, la degeneracion y la necrosis no se detectan en las lesiones
arteriales en la CE. Por otra parte, el dafio arterial inicial se caracteriza por cambios
morfoldgicos en las células musculares lisas y la mineralizacion de la matriz extracelular
(Vasconcelos et al. 1998) y contrasta con la mineralizacion intracelular de las células
lesionadas vinculada al mecanismo patoldgico de la calcificacion distrofica (Miller &
Zachary, 2017).

No se comprenden plenamente los mecanismos patogénicos de la mineralizacién de
los tejidos inducida por las plantas calcinogénicas en los animales domésticos (Norman et
al. 1992; Mello, 2003; Norman, 2006; Peixoto et al. 2012; Japelt & Jakobsen, 2013). Se ha
propuesto una patogénesis compleja, que comprende la accién directa del 1,25(OH)2D3 en
la promocion de efectos gendémicos y no gendémicos. Los efectos genomicos se
desencadenan por medio de receptores intranucleares de vitamina D (RVD) en horas o
dias, permitiendo la formacién de un complejo de receptores de esteroides regulados por la
expresion genética de mas de 60 genes, y modulando la transcripcion de las proteinas
reguladas por 1,25(OH)>D3 (Norman et al. 1992; Norman, 2006).

Otros efectos son la desdiferenciacion, la proliferacion y la migracion celular, la
metaplasia cartilaginosa y 0sea, la produccién de una matriz extracelular calcificable y la
expresion de proteinas que intervienen inicialmente en los mecanismos fisiologicos de la
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mineralizacion Gsea (osteopontina, osteonectina y osteocalcina) (Barros et al. 1970, Barros
et al. 1981, Barros et al. 1996, Vasconcelos et al. 1998; Barros et al. 2006; Barros &
Gimeno, 2000; Norman, 2006; Durham et al. 2018). Los resultados de las interacciones
entre el 1,25(0OH)2D3 y sus receptores nucleares y de membrana en las células musculares
lisas arteriales (CMLA) parecen ser la clave para elucidar la patogénesis de la CE.

Los efectos no gendmicos se caracterizan por la interaccion del 1,25(OH)2D3 con
los RVD en la membrana celular, promoviendo un aumento de la absorcion intestinal de
calcio, la reabsorcion renal de fosforo y la degeneracion de los osteoclastos y los osteocitos
(Barros et al. 1992; Norman et al. 1992; Norman, 2006).

Las CMLA desempefian un papel central en la calcificacion vascular y muestran
una plasticidad fenotipica en respuesta a la toxicosis por la vitamina D y en otras
enfermedades en humanos caracterizadas por mineralizacion vascular (Durham et al.
2018). Un estudio ultraestructural que examind las arterias de conejos intoxicados por
Solanum glaucophyllum inform6 que los cambios fenotipicos en las CMLA estan
relacionados con la patogénesis de la mineralizacion arterial y fueron observadas pocas
horas después de la ingestion de la planta (Barros et al. 1981).

La desdiferenciacion de las CMLA da como resultado propiedades sintéticas y
caracteristicas comunes en los condrocitos, osteoblastos y macrofagos (Durham et al.,
2018). Las CMLA sintéticas producen vesiculas matriciales, estimulan la desregulacién de
las moléculas inhibidoras de la calcificacion y la sintesis de una matriz extracelular
calcificable (Shanahan et al. 2011).

La mineralizacion patolégica de las arterias se ha estudiado ampliamente en los
seres humanos, y estudios mas recientes han demostrado la complejidad de estos
mecanismos (Durham et al. 2018). Las hipOtesis propuestas consideran que la expresion
genética exagerada se produce debido a un aumento de las concentraciones de metabolitos
de vitamina D que se unen a los RVD nucleares (Lim & Thadhani, 2020). Por lo tanto, la
simple suposicion de la hipercalcemia como causa aislada de mineralizacion y lesion
tisular ya no es satisfactoria para explicar el complejo fendmeno de calcificacién en la CE.

A continuacion, basandose en la literatura revisada presentamos una propuesta del
mecanismo patogénico de la CE (Figura 3).
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Figura 3. Basandose en la revision de la literatura, las acciones de 1,25(OH).D3 pueden
ser divididas didacticamente en accion directa y accion metabdlica. La accion metabolica
comprende un aumento patoldgico de la absorcién y reabsorcion del calcio y del fosforo y
el fallo del sistema de regulacion endocrina de la funcion metabdlica dsea. La accion
directa desarrolla cambios en las células musculares lisas arteriales, lo que conduce a la
mineralizacion sistémica de los tejidos blandos. También genera cambios degenerativos en
los osteoclastos y los osteocitos, lo que da lugar a la osteopetrosis y la osteonecrosis.

EPIDEMIOLOGIA Y SIGNOS CLINICOS

Los bovinos son mas afectados por la intoxicacion por Solanum glaucophyllum
(Collier, 1926; Ddobereiner et al. 1971; Gimeno, 2001); sin embargo, la enfermedad
también puede afectar ovinos (Ligniéres, 1912), equinos (Odriozola et al. 2017), bufalos
(Santos et al. 2011) y cerdos (Campero & Odriozola, 1990). Nierembergia veitchii y
Nierembergia rivularis afectan los ovinos (Barros et al. 1970; Riet-Correa et al. 1987,
Rissi et al. 2007, 2009; Garcia y Santos et al. 2012), pero rara vez se ha notificado CE por
Nierembergia veitchii en bovinos (Riet-Correa et al. 1987). Cestrum diurnum y Trisetum
flavescens afectan principalmente bovinos (Krook et al. 1975a; Libiseller & Gunhold,
1969; Durand et al. 1999), pero también caprinos (Arnold & Fincham, 1950; Wanner et al.
1986; Durand et al. 1999), y equinos (Krook et al. 1975b; Kohler, 1981). S6lo bovinos
fueron intoxicados por Solanum torvum (Morris et al. 1979), y so6lo caprinos por Solanum
stuckertii (Rossanigo et al. 2017). En cuanto al Stenotaphrum secundatum, los bovinos,
ovinos y caprinos son afectados por igual (Arnold & Fincham, 1997).
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La edad de los bovinos intoxicados naturalmente por Solanum glaucophyllum en el
Pantanal oscilaba entre 2 y 9 afios (Dobereiner et al. 1971). Las hembras adultas de bufalo
intoxicadas por Solanum glacophyllum son més gravemente afectadas que los machos o los
animales jovenes (Santos et al. 2011). De 110 equinos adultos 9% fueron intoxicados por
Solanum glaucophyllum y 5% murieron (Odriozola et al. 2017).

En las ovejas intoxicadas por Nierembergia veitchii, la morbilidad puede oscilar
entre el 1% y el 90%, y la mortalidad entre el 1% y el 25%, afectando a animales de todas
las edades, excepto corderos lactantes (Riet-Correa et al. 2007). En los brotes de la
enfermedad en diferentes propiedades, los ovinos tenian entre 1 y 5 afios (Rissi et al. 2007,
Rissi et al. 2009). La morbilidad en el ganado vacuno fue del 0,7%. Esta baja tasa se debe
probablemente a un menor consumo de plantas porque se trata de una planta rastrera, no
arbustiva, que es mas facil de consumir por los ovinos (Riet-Correa et al. 2007). En las
zonas invadidas por Nierembergia veitchii y Nierembergia rivularis, la cantidad de planta
en la etapa vegetativa estd influida por las condiciones climaticas. Este factor afecta
directamente a la variacion del nimero de casos que se producen cada afio (Riet-Correa et
al. 2007).

En Papua Nueva Guinea, la CE se da en el ganado de todas las edades, afectando
aproximadamente al 10% del rebafio, principalmente a los animales destetados, con
aproximadamente 6-8 semanas después de su introduccion en los pastos (Copland, 1975).
En Jamaica, la CE asociada a Stenotaphrum secundatum afecta bovinos, ovinos y caprinos,
con una prevalencia del 10%-60% en (Arnold & Fincham, 1997).

Natural y experimentalmente, la CE es caracterizada por una evolucion croénica, y
las manifestaciones clinicas son secundarias a la mineralizacion sistémica. Los signos
clinicos iniciales se caracterizan por cambios en el estado general de nutricion y
produccion, como anorexia, emaciacion, retraccion abdominal y disminucion de la
produccién de carne y leche. Se observan cominmente cambios posturales, como la
marcha corta y rigida, y la cifosis toracolumbar. A medida que la condicién clinica
evoluciona, estos cambios posturales empeoran y se hacen mas evidentes. Los animales
permanecen echados durante largos periodos, tienen dificultad para levantarse y, cuando
pueden levantarse, asumen una posicién de apoyo en el carpo (de rodillas), especialmente
en los miembros toréacicos. Cuando estan de pie, descansan los miembros en la punta de los
cascos. Los miembros quedan ligeramente arqueados, y las articulaciones muestran una
movilidad reducida debido a la mineralizacion de los tendones (Gimeno, 2001; Riet-Correa
et al. 2007). Ademas, se han descrito alopecias e hiperqueratosis en la piel de la region
carpiana de los bufalos (Santos et al. 2011).

Los animales con lesiones cardiovasculares graves muestran resistencia a moverse
y, cuando se les estimula, desarrollan taquipnea, disnea, taquicardia y edema pulmonar, y
pueden progresar rapidamente hasta la muerte (Rissi et al. 2009; Garcia y Santos et al.
2012). Los cambios cardiacos, como soplos y arritmias, pueden identificarse clinicamente
(Ddbereiner et al. 1971; Barros et al. 1992; Braun et al. 2000). Las elevaciones en los
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niveles de calcio y fésforo séricos pueden detectarse a las pocas horas o hasta 24 h después
del comienzo del consumo de la planta (Tokarnia et al. 2012).

Las dosis toxicas de Solanum glaucophyllum son bien conocidas en conejos, ratas,
gallinas y codornices japonesas, aunque los datos relativos a los rumiantes son escasos
(Mello, 2003). Los signos clinicos y la muerte se reprodujeron experimentalmente en el
ganado utilizando hojas secas de Solanum glaucophyllum en dosis de 0,82 g/kg, 1,0 g/kg y
0,22 g/kg semanales (Dobereiner et al. 1971). Las ovejas alimentadas con una dieta del
50% de Nierembergia veitchii seca, durante 21 dias y el 10% durante 49 dias desarrollaron
CE (Riet-Correa et al. 1993). Nierembergia veitchii fue 32-78 veces menos toxica que
Solanum glaucophyllum (Riet-Correa et al. 1987, Riet-Correa et al. 1993). Las ovejas
también desarrollaron la enfermedad cuando pastorearon durante 90 dias en un potrero de
625 m? infestado de Nierembergia rivularis (Garcia y Santos et al. 2012).

PATOLOGIA Y DIAGNOSTICO

Las alteraciones patologicas encontradas en animales intoxicados por plantas
calcinogénicas se han notificado ampliamente en diferentes regiones del mundo. El
diagndstico debe basarse en los hallazgos epidemioldgicos, signos clinicos, hallazgos de
necropsia e histopatologia y en evidencias de consumo de plantas. La presencia de
mineralizacion sistémica macro y microscopica es esencial para el diagnostico final de la
CE (Morris, 1982; Mello, 2003).

Los animales presentan una mala condicion corporal (Figura 4A y B) y pérdida de
las reservas de grasa. Los hallazgos macroscépicos en las arterias elasticas y musculares
incluyen una marcada pérdida de elasticidad, con extensas areas de irregularidad en la
superficie intima, y multiples formaciones de placas que son blancas, firmes y prominentes
(Figura 4C).

En el corazén, la mineralizacion se produce principalmente en el lado izquierdo,
afectando a las valvulas cardiacas, las cuerdas tendinosas (Figura 4D) y la superficie del
endocardio. Los pulmones no colapsan, quedan palidos y firmes al palpar, a veces con
zonas de enfisema y edema pulmonar. La nefrocalcinosis se caracteriza por estriaciones
blanquecinas dispuestas radialmente en las regiones corticales y medulares renales.
También se puede encontrar mineralizacion en los tendones. La osteopetrosis consiste en
huesos densos y pesados, con una marcada reduccion en la cavidad medular. Se pueden
encontrar lesiones erosivas en el cartilago de la articulacion (Barros et al. 1970; Dobereiner
et al. 1971; Riet-Correa et al. 1987, Riet-Correa et al. 2007; Gimeno, 2001; Tokarnia et al.
2012; Odriozola et al. 2017). Ocasionalmente, es evidente la mineralizacion de la tunica
muscular del Gtero, el rumen, el omaso y el abomaso (Barros et al. 1992; Rissi et al. 2009).
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Figura 4. Calcinosis enzodtica. A) Bovino intoxicado por Solanum glaucophyllum
mostrando abdomen retraido, emaciacién y miembros toracicos apoyados en las puntas de
los cascos (Riet-Correa et al. 1975). B) Ovino intoxicado por Nierembergia veitchii
presentando mala condicion corporal. C) Aorta de una oveja mostrando irregularidad de la
superficie de la intima y placas de mineralizacién multifocales a coalescentes (Riet-Correa
et al. 1993). D) Ovino intoxicado por Nierembergia rivularis. Corazén. Mineralizacién
multifocal de los cordones tendinosos, valvulas y aorta.

Histologicamente, se pueden verificar areas de mineralizacion en las arterias
musculares, con diversos grados de mineralizacion en la capa media (Figura 5A) y pérdida
de ondulacion de la lamina elastica interna. En casos avanzados, la mineralizacion es
extensa en la capa media, con la aparicion de metaplasia 6sea y cartilaginosa (Figura 5B)
asociada a la infiltracion de macréfagos (Barros et al. 1970; Ddbereiner et al. 1971; Riet-
Correa et al. 1987; Gimeno, 2001; Tokarnia et al. 2012; Odriozola et al. 2017).
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Figura 5. Ovino intoxicado naturalmente por Nierembergia veitchii. Caroétida. A)
Acentuada hiperplasia de la capa intima y extensa area de mineralizacion de la capa media.
H&E. 200x. B) Metaplasia 6sea y cartilaginosa y mineralizacion de la capa media.
Hiperplasia leve de la capa intima. H&E. 100x.

Existe una marcada hiperplasia de la capa intima no mineralizada caracterizada por
una gruesa capa de células fusiformes, con un ndcleo ovalado y un citoplasma claro
dispuesto en paralelo a las células endoteliales (Vasconcelos et al. 1998). En cambio, las
arterias elasticas exhiben una mineralizacién intima y medial (D6bereiner et al. 1971; Riet-
Correa et al. 1975; Done et al. 1976).

La mineralizacion vascular de los vasos de mediano y gran calibre es una
caracteristica distintiva de la CE, pero no se limita a estos vasos; los mismos cambios son
evidentes en el examen histologico de los capilares renales y de la rete mirable carotidea
(Rissi et al. 2007, 2009). El calcio se acumula en el lumen de los tdbulos renales y
mineraliza la membrana basal y el intersticio renal (Tokarnia et al. 2012).

En los pulmones, la pared alveolar se engruesa, formando grandes areas de aspecto
mixoide compuestas por células fusiformes, macrofagos, células gigantes y areas de
mineralizacion (Barros & Gimeno, 2000). Se observa mineralizacion de los septos
alveolares e interlobulares, de la capa muscular y del cartilago bronquial; a veces se
observa metaplasia cartilaginosa y ésea. Los tendones exhiben areas de mineralizacion con
metaplasia cartilaginosa. En el corazon hay areas de mineralizacion con infiltracion de
macrofagos y proliferacion de fibroblastos en el endocardio y el miocardio, asi como areas
multifocales de metaplasia cartilaginosa.

Las alteraciones en el tejido endocrino incluyen la hiperplasia (Riet-Correa et al.
1987) vy, ocasionalmente, el adenoma (Neumann & Klopfer, 1975) y el carcinoma
(Machado et al. 2020) de las células C de la tiroides, y la atrofia de las células principales
de la paratiroides (Riet-Correa et al. 1987).

En el tejido 6seo, en las epifisis y metafisis, se observa una osteopetrosis grave,
caracterizada por el aumento de tamafio y la confluencia de las trabéculas. La epifisis
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exhibe una mezcla de hueso compacto y trabecular. En la metafisis se observan bandas
transversales de hueso paralelas a la placa epifisaria. En el hueso diafisario, la corteza es
muy gruesa, con pequefios conductos de Havers y una pobre diferenciacion entre los
osteones primarios y secundarios (Riet-Correa et al. 1987). También se ha observado
osteonecrosis caracterizada por necrosis de los osteocitos y desintegracion del tejido 6seo
(Riet-Correa et al. 1987).

Los estudios ultraestructurales realizados mediante microscopia electrénica de
transmision han revelado cambios en los componentes estructurales de las ceélulas
implicadas en la patogenia de la intoxicacion por plantas calcinogénicas y han facilitado la
comprension de la patogenia de la enfermedad (Barros et al. 1981; Vasconcelos et al. 1998;
Barros & Gimeno, 2000; Barros et al. 2006; Tokarnia et al. 2012). Las células endoteliales
pueden presentar hinchazén, dilatacion del reticulo endoplasmico y edema subendotelial.
La principal modificacion se encuentra en las CMLA, que estan muy cerca de la lamina
elastica interna en la capa media. Las CMLA estan en un "estado contractil” y "estado
sintético”. Las células con un fenotipo sintético exhiben una pérdida sustancial de
elementos contractiles y un aumento en el nimero de ribosomas, mitocondrias y Golgi, asi
como un agrandamiento y dilatacion del reticulo sarcopldsmico. Hay un aumento de casi el
318% del volumen citoplasmético de las organelas sintéticas de las CMLA sintéticas en
comparacion con los elementos contractiles de las CMLA contréctil (Vasconcelos et al.
1998).

Las zonas mineralizadas de la capa media se asemejan a estructuras amorfas o a
bandas electrodensas concéntricas, a veces con células musculares lisas modificadas o
células mesenquimales que impregnan este material (Vasconcelos et al. 1998). La
hiperplasia de la intima se asocia frecuentemente con la CE en ovinos (Barros et al. 1970;
Riet-Correa et al. 1987; Rissi et al. 2007, Rissi et al. 2009) y bovinos (Lynd et al. 1965;
Carrillo & Worker, 1967; Kohler & Libiseller, 1970; Krook et al. 1975a).

Las CMLA contréactiles se desdiferencian en un tipo sintético y migran de la capa
media a la intima a través de las fenestraciones de la lamina elastica interna, y proliferan
para formar la hiperplasia de la intima (Vasconcelos et al. 1998). Las CMLA sintéticas,
activadas por los fibroblastos, exhiben hiperplasia del reticulo endoplasmatico rugoso, y se
encuentran células gigantes multinucleadas dentro de las areas de mineralizacion pulmonar
(Barros & Gimeno, 2000). La hipertrofia y degranulacion de las células C de la tiroides,
ademas de la inactividad de las células principales de la paratiroides, también se observan
de manera ultraestructural (Tokarnia et al. 2012).

En un estudio experimental realizado en conejos con un extracto de Solanum
glaucophyllum, se observo el efecto citotdxico de 1,25(0OH).D3 en el tejido 6seo, que
provocd la atrofia, la degeneracion y la necrosis de los osteocitos y los osteoclastos, 1o que
dio lugar a la falta de reabsorcion ésea y a la consiguiente osteopetrosis (Barros et al.
1996).
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Los efectos de la vitamina D se han asociado con necrosis y calcificacion del
sarcoplasma de cardiomiocitos (Marcolla et al. 1997), y con la calcificacién endocelular de
los macrdfagos descrita en la gastropatia inducida experimentalmente en conejos (Morafia
et al. 1994).

La expresion de las proteinas Oseas no coladgenas se demostré mediante
inmunohistoquimica en los pulmones mineralizados de animales intoxicados (Barros &
Gimeno, 2000; Barros et al. 2006). Nuevas investigaciones que examinen el papel de estas
proteinas en las lesiones arteriales son necesarias para elucidacion del mecanismo
patogénico de la CE.

CONTROL Y PROFILAXIS

Las intoxicaciones por Cestrum diurnum, Nierembergia rivularis, Nierembergia
veitchii, Solanum glaucophyllum, Solanum stuckertii, Solanum torvum y Trisetum
flavescens producen una enfermedad cronica debilitante para la que no hay tratamiento
eficaz. Por lo tanto, técnicas de manejo de pasturas estan indicados para evitar el consumo
de las plantas, ya que el proceso de secado y ensilado no elimina el potencial toxico de las
mismas (Heinritzi et al. 1977; Riet-Correa et al. 1987, Riet-Correa et al. 2007).

Baja reversibilidad de la mineralizacion y ligero aumento de peso, pueden
obtenerse cuando los animales intoxicados son llevados a zonas donde la planta no se
encuentra (Collier, 1926; Ddébereiner et al. 1971; Barros et al. 1992; Gimeno, 2001). No
obstante, esta indicado no someter a estos animales a un manejo estresante porque pueden
desarrollar un edema pulmonar agudo debido a las lesiones ya instaladas en el sistema
cardiovascular, especialmente una insuficiencia valvular grave (Barros et al. 1992; Rissi et
al. 2009).
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7. CAPITULO 2: EFECTOS DE LA INTOXICACION POR
Nierembergia veitchii SOBRE LAS CELULAS MUSCULARES LISAS
ARTERIALES: UNA CONTRIBUCION A LA PATOGENIA DE LA
CALCINOSIS ENZOOTICA

RESUMEN

La calcificacion vascular es una alteracion tipica de la calcinosis enzodtica (CE). Se
realizaron investigaciones histopatoldgicas, ultraestructurales e inmunohistoquimicas en
las arterias carotidas de siete ovinos naturalmente intoxicados por Nierembergia veitchii.
Histoldgicamente se observd hiperplasia moderada a marcada de la capa intima con
ausencia de calcificacion. La tunica media exhibié calcificacién leve a acentuada y
metaplasia 6sea y cartilaginosa. Los ovinos con CE mostraron sobreexpresion arterial de
osteopontina y fosfatasa alcalina no tejido especifica e inmunomarcacion para osteonectina
y osteocalcina tanto en la intima como en la media. El principal hallazgo ultraestructural en
la capa media fue un marcado cambio fenotipico de las células musculares lisas arteriales
contractiles (CMLAC) para un fenotipo sintético (CMLAS). En la tinica media, las CMLAs
produjeron vesiculas matriciales y exosomas, formando granulos de microcalcificacion
asociados con la calcificacion arterial. Las CMLAs también migraron a la tunica intima,
pero no se observaron vesiculas, exosomas ni calcificacion. La ausencia de vesiculas
matriciales y exosomas en la hiperplasia de la intima, incluso en presencia de proteinas
Oseas no colagenas, fosfatasa alcalina no tejido especifica y receptores de vitamina D,
refuerza la hipétesis de que la presencia de vesiculas matriciales y exosomas es crucial
para el desarrollo de la calcificacion arterial en CE. Se propone que los dos fenotipos
diferentes de CMLAs en la calcinosis se deben a la expresion de al menos dos tipos
genéticamente diferentes de estas células inducida por la accién de 1,25(OH)2Da.

Palabras clave: calcificacion arterial, plantas calcinogénicas, calcinosis enzodtica,
patogenia, vesiculas matriciales

INTRODUCCION

La intoxicacion por plantas calcinogénicas, conocida como calcinosis enzootica
(CE), se considera la principal causa de calcificacion arterial en animales de produccion. El
1,25(0OH).D3 (calcitriol) o sus derivados han sido identificados como componentes toxicos
de algunas de estas plantas toxicas (Machado et al. 2020). Aunque la CE se ha descrito
durante mas de 100 afios, su mecanismo patogénico aun no se ha determinado por
completo (Machado et al. 2020).

Se ha observado calcificacidn de arterias elasticas en la intima y media, asociada
con metaplasia 6sea y cartilaginosa en la tdnica media en herbivoros domesticos con CE
desde principios del siglo pasado (Collier, 1927; Tibirica, 1927a, 1927b; Lynd et al., 1965;
Carrillo & Worker, 1967; Kohler & Libiseller, 1970; Dirksen et al. 1970; Barros et al.
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1970; Dobereiner et al. 1971; Krook et al. 1975a, 1975b; Riet-Correa et al. 1975; Riet-
Correa et al. 1987) y en la literatura mas reciente (Rissi et al. 2007; Rissi et al. 2009;
Machado et al. 2020).

Sin embargo, las lesiones en las arterias musculares son diferentes y no se observa
calcificacion en la intima; La calcificacion solo se observa en la capa media. En ovejas
intoxicadas por Nierembergia veitchii, la intima arterial muestra hiperplasia sin
calcificacion y en la media extensas &reas de calcificacion y metaplasia Osea y
cartilaginosa en estadios avanzados de la enfermedad (VVasconcelos et al. 1998).

El proceso de calcificacion arterial en humanos implica mecanismos complejos aun
no completamente establecidos, que han sido ampliamente estudiados durante mas de 200
afios debido a su impacto en la salud publica. La calcificacidn arterial comprende eventos
de biomineralizacion activos y dinamicos, similares a los observados en el proceso de
formacion de hueso (Wallin et al. 2001; Wang et al. 2018). Las enfermedades genéticas, la
hiperlipidemia, la enfermedad renal crénica, la diabetes, el lupus eritematoso sistémico, la
nicotina e intoxicacion por warfarina y vitamina D se han relacionado con la calcificacion
arterial en humanos (Wallin et al. 2001; Durham et al. 2018).

En 1981, un estudio experimental con conejos intoxicados por Solanum
glaucophyllum (sin. Solanum malacoxylum), una planta calcinogénica bien conocida,
encontré una marcada disminucion de los componentes contractiles y un aumento
sustancial del aparato sintético en las células musculares lisas arteriales (Barros et al.
1981). Mas tarde, estas células se denominaron células musculares lisas arteriales
contractiles (CMLAC), que pueden cambiar de fenotipo a células musculares lisas arteriales
sintéticas (CMLAs) (Durham et al. 2018). El papel de las células musculares lisas
arteriales en la calcificacion arterial se ha demostrado en diferentes enfermedades
vasculares humanas (Gadeau et al. 1993; Durham et al. 2018). Las células musculares lisas
arteriales tienen capacidad de hacer desdiferenciacién y transdiferenciacion, lo que
conduce a la metaplasia celular y la expresion de proteinas, y participan activamente en el
proceso de calcificacion arterial (Merrel et al. 2016; Durham et al. 2018). Recientemente se
ha publicado una descripcion general de las implicaciones de las células musculares lisas
arteriales en la CE (Machado et al., 2020).

Este estudio tiene como objetivo caracterizar los hallazgos histopatoldgicos,
ultraestructurales y la expresion de proteinas 0seas no coldgenas, fosfatasa alcalina
inespecifica de tejido y el receptor de vitamina D en las arterias carétidas de ovinos
naturalmente intoxicados por Nierembergia veitchii con CE. Ademas, discutir el papel de
estos factores en el proceso de calcificacion arterial en la intoxicacion por plantas
calcinogénicas.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se utilizaron fragmentos de las arterias carotidas del archivo de bloques de parafina
del sector de Patologia Veterinaria del Departamento de Patologia de la Universidad
Federal de Santa Maria, derivados de un trabajo realizado por Vasconcelos et al. (1998).
Los bloques procedian de siete ovinos, un macho y seis hembras, de tres afios, de raza
mixta, con signos clinicos y lesiones de calcinosis enzootica de un rebafio criado en pastos
infestados por Nierembergia veitchii. Los blogues fueran procesados en el Laboratorio de
Histopatologia del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) — Tacuarembo
y las secciones de interés fueron coloreadas por el método de Hematoxilina y Eosina y
observadas en microscopio optico.

Inmunohistoquimica

El ensayo inmunohistoquimico se realizd en el Laboratorio de Patologia, de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Federal de Brasilia. Fragmentos de arterias
carGtidas fueran sometidas a el método biotina-peroxidasa-estreptavidina
(ImmunoDetector DAB, HRP, BioSB INC., Santa Barbara, CA, EE. UU.), seguida de
incubacién nocturna de los anticuerpos primarios (Tabla 1).

Se utilizé una arteria carétida de oveja normal (control) para comparar la
distribucion y la intensidad de la inmunomarcacion con las arterias lesionadas. Se
omitieron los anticuerpos primarios y las secciones de tejido se incubaron con suero de
conejo no inmune (1:200) como procedimiento de control negativo. Las arterias fueran
sistematicamente evaluadas de acuerdo con los anticuerpos primarios utilizados;
distribucion en las capas (intima; media y adventicia); y su intensidad (- ausente; +
discreta; ++ moderada; +++ acentuada).

Tabla 1. Antigenos, anticuerpos y diluciones usadas en la técnica inmunohistoquimica en
las carotidas de ovinos intoxicados naturalmente por Nierembergia veitchii

Antigeno Fabricante Anticuerpos*$ Dilucion*®*  Control positivo*
a-actina de musculo liso Abcam Plc., UK Conejo policlonal 1:400 Intestino
FANTE GeneTex Inc., USA Conejo policlonal 1:1000 Pancreas
Osteocalcina Abcam Plc., UK OCG3 monoclonal 1:200 Hueso
Osteopontina Abcam Plc., UK Conejo policlonal 1:400 Glandula mamaria
SPARC (osteonectina) Abcam Plc., UK SP205 monoclonal 1:100 Rifion
Receptor Vitamin D Abcam Plc., UK Conejo policlonal 1:1000 Intestino

* Recuperacion del antigeno: citrato pH 6.0, 125°C, 3 min, utilizandose olla de presion; “Método de
la deteccion: biotina—peroxidasa-streptavidina; SCromégeno: DAB = 3,3’-diaminobenzidina;
*Incubacion nocturna; *Oveja. FANTE: Fosfatasa alcalina no tejido especifica.

Microscopia electrdnica de transmision

Se fijaron muestras de arterias carotidas de las ovejas (1 mm®) en glutaraldehido al
2% y paraformaldehido al 2% en tampon de cacodilato de sodio (0,03 My pH 7,4), post-
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fijadas en tetroxido de osmio al 1%, deshidratadas en etanol e incluidas en Epon. Los
cortes semifinos se tifieron con azul de metileno, mientras que los cortes ultrafinos se
contrastaron con acetato de uranila y citrato de plomo y se examinaron con un microscopio
electronico de transmision.

RESULTADOS

Histopatologia

Se observo hiperplasia discreta a marcada de la intima (Figura 1) y ausencia de
mineralizacion. En la tanica media se observaron extensas &reas de calcificacion,
ocasionalmente asociadas a &reas de metaplasia 6sea y cartilaginosa. Las areas de
metaplasia aumentaban gradualmente hasta ocupar casi toda la tinica media.

Flgura 1: IntOX|caC|on natural por Nlerembergla veltchu Arteria cardtida, Ovino 1.
Marcada hiperplasia de la capa intima y calcificacion de la media con areas multifocales a
coalescentes de metaplasia Gsea y cartilaginosa. HE, obj. 4x.

Inmunohistoquimica
Los resultados de la evaluacion inmunohistoquimica de las arterias carétidas se resumen en

la Tabla 2. Las diferencias més relevantes observadas entre ovejas con CE y el animal
control fueron la sobreexpresion arterial de osteopontina y fosfatasa alcalina no tejido
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especifica en animales con CE. La osteonectina y la osteocalcina solo se expresaron en
tejidos arteriales de animales con CE, no en el animal control. La a-actina del musculo liso
y el receptor de vitamina D tenian intensidades de inmunomarcacion similares tanto en las
ovejas afectadas como en el control. Sin embargo, areas arteriales mas extensas mostraron
inmunomarcacion para estos anticuerpos en animales con CE debido a la diferencia entre
la espesura del control y la de las arterias carétidas afectadas.

Tabla 2. Datos del andlisis inmunohistoquimico de arterias carotidas de ovinos con CE y
del animal control.

. Capas de Ovino
Anticuerpo I .
a arteria 1 2 3 4 5 6 7 CONTROL
Endotelio  ++  + + + + + + +
intima - T = T = T = S S +
FANTE Media ++ A+ A A A +
Adventicia  + + + + + + + +
Endotelio  +++ +++ +++ +++ +++  +++ +
intima N = T = T S S S A +
Osteopontina  Media +++  +++  +++ e+t +
Adventicia  + + + + + + + +
Endotelio + + + + + + + i
Intima + + + + + + + -
Osteonectina  Media ++ ++ -
Adventicia - - - - - - -
Endotelio + + + + + + + -
Osteocalcina Intima ++ o+ + + o+ o+ + -
Media +++  +++ A+ A+ A+ 4+ -
Adventicia - - - - - - - -
Endotelio  ++ ++ +++ ++  ++ 1+ ++
Receptor de  Intima + o+ + + + + + +
vitaminaD  Media +++ +++
Adventicia  + + + + + + + 4+
. Endotelio - - - - - - - -
c-actina - jo4ia N~ TR = T = S S +
musculo liso Media +++  +++ A+ A+ A 4+
Adventicia ++ 4+  ++  ++ H+ H+ 4 ++

Intensidad de la inmunomarcacion: - ausente; + discreta; ++ moderada; +++ acentuada.
FANTE: fosfatasa alcalina no tejido especifica.
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Figuras 2-4. Inmunohistoquimica en arterias carotidas de ovinos con calcinosis enzootica
asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Figura 2a. Arteria cardtida, Ovino 1.
Sobreexpresion difusa de fosfatasa alcalina no tejido especifica en la capa media
calcificada Inmunohistoquimica, Fosfatasa alcalina no tejido especifica (FANTE), obj.
10x. Figura 2b. Arteria carotida, ovino control. Inmunomarcacion difusa leve.
Inmunohistoquimica, Fosfatasa alcalina no tejido especifica (FANTE), obj. 10x. Figura
3a. Arteria carotida, Ovino 1. Sobreexpresion en la capa media, principalmente en las areas
calcificadas y en la metaplasia 6sea y cartilaginosa. Inmunohistoquimica, Osteopontina.
Figura 3b. Arteria cardtida, ovino control. Inmunomarcacion difusa leve.
Inmunohistoquimica, Osteopontina, obj. 10x. Figura 4a. Arteria carétida, Ovino 7.
Inmunomarcacion discreta de la capa media calcificada. Inmunohistoquimica,
Osteonectina. Figura 4b. Arteria carétida, ovino control. Inmunomarcacion negativa.
Inmunohistoquimica, Osteonectina, obj. 10x.
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Osteocalcina

Control

Receptores de vitamina D Control

Figuras 5-7. Inmunohistoquimica en arterias carétidas de ovinos con calcinosis enzoo6tica
asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Figura 5a. Arteria carotida, Ovino 2.
Inmunomarcacion moderada en la capa media calcificada. Figura 5b. Arteria car6tida,
ovino control. Inmunomarcacion negativa. Inmunohistoquimica, Osteocalcina, obj. 10x.
Figura 6a. Arteria cardtida, Ovino 3. Inmunomarcacion fuerte y difusa. Figura 6b. Arteria
carétida, ovino control. Inmunomarcacion difusa moderada. Inmunohistoquimica,
Receptores vitamina D, obj. 10x. Figura 7a. Arteria carétida, Ovino 3. Inmunomarcacion
fuerte y difusa. Figura 7b. Arteria carétida, ovino control. Inmunomarcacion difusa leve.
Inmunohistoquimica, Actina musculo liso, obj. 10x.
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Microscopia electronica de transmision

En la ultraestructura, se observaron varias graduaciones del proceso de
desdiferenciacion de las células musculares lisas arteriales. Al principio, las células
conservaban intacta su estructura de fibrillas contractiles (Figura 8). En el inicio del
proceso de desdiferenciacion, las células musculares lisas arteriales ain mostraban gran
parte de los elementos contractiles y la lamina basal estaba tortuosa y ausente en algunos
lugares. El espacio perinuclear estaba aumentado y el reticulo endoplasmatico rugoso
presentaba ligera proliferacion (Figura 9). En un estado més avanzado de desdiferenciacion
se observé marcada disminucion de los elementos contractiles, abundante proliferacion del
reticulo endoplasmico rugoso con marcada dilatacion de las cisternas y aumento de Golgi y
ribosomas. Habia fragmentacion y pérdida de porciones de la lamina basal y formacion de
vesiculas matriciales en la fase de extrusion. Las células, en esta fase, ya se denominan
células musculares lisas arteriales sintéticas (CMLAS).

A medida que la desdiferenciacion avanzaba, las células musculares lisas arteriales
mostraban marcada disminucion de las fibrillas contractiles y fragmentacion y desaparicion
de la lamina basal. En el intersticio, algunas vesiculas matriciales presentaban calcificacion
(Figura 9). Algunas de las CMLAs migraban de la media a través de las fenestras de la
ldmina elastica interna a la intima (Figura 10). Las CMLASs que permanecieron en la tlnica
media producian vesiculas matriciales que se calcificaban. Se observaron numerosos
nodulos de microcalcificacion en el intersticio de la media y en la superficie intimal de la
lamina elastica interna cerca de las fenestras (Figura 11). Estos nddulos probablemente se
forman por la mineralizacion de exosomas liberados por CMLAs. En el intersticio del
tejido hiperplasico, habia proliferacion de fibras de colageno y elastina recién formadas, y
las CMLAs no mostraron formacién y extrusién de vesiculas matriciales 0 exosomas
libres. Este comportamiento distinto de las CMLAs esta presentado en la Figura 12 y la
ilustracion esquematica de los eventos patoldgicos que ocurren en las arterias musculares
de animales con CE se resume en la Figura 13.
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Figura 8-9. Alteraciones arteriagg ultraestructurales en ov
asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Figura 8. Arteria cardtida, capa media.
Células musculares lisas arteriales que presentan fenotipo contractil. Bar = 1um. Figura 9.
Arteria cardtida, tinica media. Las células musculares lisas arteriales estan en el inicio del
proceso de desdiferenciacion. Hay disminucion de elementos contractiles (punta de flecha).
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La lamina basal estd fragmentada o ausente en algunos puntos y hay presencia de vesicula
matricial (rectangulo negro). Microscopia electronica de transmision (MET). Bar = 1um.

AN o e s ; AN ST

Figura 10. Alteraciones arteriales ultraestructurales en ovinos con calcinosis enzodtica
asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Arteria carétida. Dos CMLAs (N) que
migran de la capa media (M) a la intima (I) a través de la fenestra de la ldmina el&stica
interna. La lamina basal de estas células estd fragmentada o ausente (flecha curva). Se
pueden observar puntos de calcificacion en la parte medial de la ldmina elastica interna
(flechas). Hay algunas vesiculas matriciales en inicio de calcificaciéon (puntas de flecha). El
sarcoplasma presenta una abundante proliferacion de reticulo endoplasmico muy dilatado.
Las mitocondrias estan dilatadas y las crestas desorganizadas. Los elementos contractiles
estan restringidos a una posicion sub sarcolemal (punta de flecha doble). Se observa
proliferacion intensa de colageno en el intersticio. MET. Bar = 2um.
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Figura 11. Alteraciones arteriales ultraestructurales en ovinos con calcinosis enzoética
asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Arteria carotida. Migracion de las CMLAS
de la capa media (M) para la intima (1) a través de la fenestra de la ldmina el&stica interna
(estrellas). Se observan vesiculas matriciales en inicio de calcificacion (punta de flecha).
MET. Bar = 1um.
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Figura 12. Diagrama que caracteriza el comportamiento de dos tipos distintos de celulas
musculares lisas arteriales sintéticas (CMLAS). Basicamente la distincion entre ellas es la
capacidad de producir vesiculas matriciales y exosomas que son fundamentales para el
desarrollo del proceso de calcificacion arterial en la CE.
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Figura 13: llustracion esquematica de los eventos morfologicos y localizacién de

expresion de proteinas Oseas no colagenas y fosfatasa alcalina no tejido especifica en
arterias musculares en la calcinosis enzodtica.

DISCUSION

Los mecanismos de calcificacion vascular y de tejidos blandos aliin son controvertidos y no
se han aclarado completamente en la literatura veterinaria, y existe una patogénesis
compleja que involucra interacciones entre las células musculares lisas arteriales, los
componentes de la matriz extracelular y la sefializacion quimica (Machado et al. 2020). La
hiperplasia de la intima no calcificada y la calcificacién medial asociada con la metaplasia
Osea y cartilaginosa en la arteria carotida fueron las principales caracteristicas
microscopicas observadas en este estudio, similares a los descrito anteriormente en las
arterias musculares de animales con CE (Barros et al. 1970; Ddbereiner et al. 1971; Riet-
Correa et al. 1987; Riet-Correa et al. 1993; Vasconcelos et al. 1998; Rissi et al. 2007; Rissi
et al. 2009; Machado et al. 2020).

La sobreexpresion de osteopontina, observada en todos los animales intoxicados, se
ha relacionado con la calcificacién arterial y la estimulacion de la proliferacion, migracion
y adhesion celular (Gadeau et al. 1993). La sobreexpresion de osteopontina se considera un
buen indicador de enfermedades vasculares (Lok y Lyle, 2019). Ademas, la osteopontina
también participa en la aterosclerosis (Cho et al. 2009) y esta estrechamente relacionada
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con la proliferacion de células musculares lisas arteriales en enfermedades vasculares en
humanos (Gadeau et al. 1993). La compleja estructura de la osteopontina permite su
interaccion con residuos electronegativos de acido glutdmico y aspartico, sitios de sustrato
de proteina serina treonina quinasa y proteinas putativas de unién al calcio, que determinan
la capacidad de la osteopontina para regular la formacion de cristales de apatita (Steitz et
al., 2002). Por el contrario, los efectos inhibidores de la osteopontina sobre el proceso de
calcificacion arterial se han demostrado in vitro (Wada et al. 1999; Jono et al. 2000; Si et
al. 2020). Los mudltiples efectos bioldgicos de la osteopontina son un obsticulo para
correlacionar observaciones Unicas en modelos experimentales in vivo (Si et al. 2020). La
sobreexpresion de osteopontina observada en ovejas intoxicadas por plantas calcinogénicas
con extensas &reas de calcificacion arterial sugiere el papel de esta proteina en la
proliferacion de células del musculo liso vascular y la calcificacién y engrosamiento
arterial.

En nuestro estudio, la expresion de osteocalcina, osteonectina y osteopontina se
detecto en arterias carétidas de animales con CE y siempre estuvo relacionada con areas
calcificadas, lo que sugiere su participacion en el proceso de calcificacion. Estas proteinas
6seas no colagenas estan relacionadas con el proceso de calcificacion extradsea (Shetty et
al. 2006), como se observa en las areas de metaplasia y calcificacion arteriales en ovejas
afectadas.

Estos resultados son similares a los descritos en carotidas con aterosclerosis en
humanos (Bini et al. 1999) y en los pulmones de conejos intoxicados experimentalmente
por Solanum glaucophylum (Barros et al. 2006) y ovejas naturalmente intoxicadas por
Nierembergia veitchii (Barros y Gimeno, 2000). Sin embargo, la expresion de estas
proteinas 6seas no colagenas no se ha informado en las arterias musculares en la literatura
veterinaria.

Nuestros resultados también mostraron sobreexpresion de fosfatasa alcalina no
tejido especifica en areas extensas de calcificacion arterial medial. Este hallazgo refuerza
la hipdtesis de gque la fosfatasa alcalina no especifica de tejido activada por las células del
musculo liso vascular actia degradando el pirofosfato extracelular, creando condiciones
bioquimicas favorables para la formacion de hidroxiapatita y la calcificaciéon del tejido
(Bobryshev et al. 2014). El deposito de minerales y la transdiferenciacion de las células
musculares lisas arteriales en células osteogénicas son mecanismos dependientes de la
fosfatasa alcalina no tejido especifica relacionados con la calcificacion arterial (Zhu et al.
2015). La fosfatasa alcalina no tejido especifica es ubicua en mdltiples tejidos y también se
expresa en todas las capas de la carétida de la oveja control (Liedtke et al. 2020; Orris,
2020).

La interaccion de los receptores de vitamina D de las células musculares lisas
arteriales con 1,25(OH).Ds desencadena la modulacion de la expresion y transcripcion de
genes, asi como la desdiferenciacion, proliferacion, migracion y transdiferenciacion celular
(Wang et al. 2012; Franczyk et al. 2014). Similar a lo descrito por Vasconcelos et al.
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(1998), la expresion del receptor de vitamina D se identificd en el endotelio y en todas las
capas vasculares de las ovejas intoxicadas estudiadas,

En nuestro estudio, los hallazgos ultraestructurales arteriales proporcionaron
evidencia de cambios en el fenotipo de las células musculares lisas arteriales debido al
aumento del aparato secretor celular. Ademas, los cambios morfolégicos también
mostraron el papel de las vesiculas matriciales y la liberacion de exosomas por las células
musculares lisas arteriales en el proceso inicial de calcificacion de la capa media. El sitio
inicial de calcificacion arterial iniciado por vesiculas matriciales y exosomas, como se
observa en ovejas con CE, es semejante al proceso de calcificacion en tejidos 6seos a
través de condrocitos y osteoblastos (Reynolds et al. 2004; Shroff et al. 2010). Las células
musculares lisas arteriales pueden diferenciarse en un fenotipo sintético, osteoblastos,
condrocitos, adipocitos y macrofagos con propiedades de remodelacion de la matriz,
proliferacion y migracion (Sinha et al. 2014; Durham et al. 2018).

Los eventos celulares, como cambios fenotipicos, proliferacion, migracion vy
produccion de vesiculas matriciales por las CMLAs, observados en este estudio, también
se han observado en conejos intoxicados por Solanum glaucophyllum (Barros et al. 1981) y
en ovejas con CE causada por Nierembergia veitchii (Vasconcelos et al. 1998). Se informo
un aumento sustancial del aparto sintético y una reduccion sustancial de elementos
contractiles en las CMLASs en comparacion con las CMLAc (Vasconcelos et al. 1998).

Las vesiculas matriciales detectadas en la tlnica media de ovejas con CE son
cuerpos extracelulares rodeados por una membrana polarizada (Kapustin et al. 2015;
Zazzeroni et al. 2018). Las CMLAs producen vesiculas matriciales que seleccionan
proteinas de membrana y lipidos con afinidad por la mineralizacion (Anderson 2007). La
mineralizacion extracelular se inicia en las vesiculas matriciales y los exosomas liberados
por las CMLAs (Kapustin et al. 2015; Kapustin y Shanahan, 2016; Liberman y Marti,
2017) y ocurre en dos fases en las calcificaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas
(Anderson, 2007). La primera fase comprende el desarrollo temprano de cristales de
hidroxiapatita dentro de las vesiculas matriciales y la liberacion de exosomas y fosfatos
libres a través de proteinas y fosfolipidos que se unen al calcio, principalmente por la
actividad de la fosfatasa alcalina no tejido especifica. Los altos niveles de estos elementos
superan las propiedades de solubilidad, lo que permite la deposicién de hidroxiapatita en la
superficie interna de la vesicula. En la segunda fase, se produce la nucleacion, el deposito y
el aumento de la biosintesis de la hidroxiapatita de cristales mas grandes, que ocupan el
espacio extracelular (Anderson, 2007). Los niveles homeostaticos de calcio y fosfato en el
liquido extracelular son suficientes para promover el desarrollo de cristales de
hidroxiapatita (Howell et al. 1976).

Los nodulos calcificados observados en la superficie intima de la ldmina elastica
interna, previamente reportados por Vasconcelos et al. (1998), son probablemente
exosomas mineralizados liberados por CMLAs mediales y transportados mecanicamente
por celulas migratorias.
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Al analizar el conjunto de hallazgos histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y
ultraestructurales en ovejas con CE, detectamos cambios marcados en la media y la intima
caracterizados por el cambio de CLMAc en CMLAs, sobreexpresion de proteinas 6seas no
colagenas y fosfatasa alcalina no tejido especifica y calcificacion en medios relacionados
con la presencia de vesiculas de matriz y exosomas. Desde esta perspectiva, planteamos la
hipdtesis de que la ausencia de vesiculas de matriz y exosomas en la hiperplasia de la
intima explica la falta de calcificacion local incluso en presencia de proteinas dseas no
coldgenas y expresion de fosfatasa alcalina no tejido especifica. Los hallazgos
ultraestructurales sugirieron el papel crucial de las vesiculas matriciales y los exosomas en
el desarrollo de la calcificacion vascular en ovejas con CE. La explicacion de la falta de
vesiculas matriciales y la produccién de exosomas por las CMLAs en la hiperplasia de la
intima queda por dilucidar.

Las observaciones de este estudio sugieren que existen dos tipos genéticamente
diferentes de CMLAS: un tipo que, después de la desdiferenciacion, migra de la media a la
intima y sufre hiperplasia sin calcificacion de la matriz y un segundo tipo que permanece
en la tdnica media, libera vesiculas matriciales y exosomas libres, produce una matriz
extracelular calcificable y, posteriormente, sufre transdiferenciacion y metaplasia dsea y
cartilaginosa.

Los resultados de este estudio en asociacion con los de estudios previos realizados
por nuestro grupo de investigaciéon (Barros et al. 1970; Barros et al. 1981; Vasconcelos et
al. 1998; Barros y Gimeno, 2000; Barros et al. 2006; Machado et al. 2020) sugieren un
complejo proceso de calcificacion causado por plantas calcinogénicas: el principio toxico
se une a los receptores de vitamina D de las células musculares lisas arteriales y promueve
cambios morfoldgicos a través de la expresion de secuencias genéticas desconocidas. El
principio toxico promueve eventos de conversion del fenotipo celular, tales como
desdiferenciacion, transdiferenciacion y metaplasia de las células musculares lisas
arteriales; produccion de vesiculas matriciales y exosomas; y expresion de proteinas 6seas
no colagenas y fosfatasa alcalina no tejido especifica, lo que da como resultado la
calcificacién medial de las arterias musculares. Son necesarios mas estudios para dilucidar
por completo la compleja patogénesis de la calcificacion arterial en la CE.
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8. CAPITULO 3: CALCINOSIS ENZOOTICA EN OVINOS EN

URUGUAY
Disponible en: https://doi.org/10.1590/1678-5150-pvb-6766.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es reportar dos brotes de intoxicacién por Nierembergia
rivularis en ovinos en Uruguay. Los brotes ocurrieron en predios ubicados en una isla
(brote A) y en el borde (brote B) del lago Rincon del Bonete. Fueron afectados ovinos de
todas las edades, con excepcion de los corderos lactantes. Los primeros signos clinicos
fueron observados a principios de octubre, y las muertes ocurrieron entre diciembre y
febrero. En los dos brotes la morbilidad fue del 10% y la mortalidad fue de 7,2% y 3,1% en
los brotes A y B, respectivamente. Los signos clinicos incluyeron pérdida de peso,
abdomen retraido, andar rigido y cifosis. Se realiz6 necropsia en una oveja de cada brote.
Se observaron calcificacion pulmonar y arterial, nefrocalcinosis y osteopetrosis en
examenes macro y microscépicos en ambos ovinos. En el ovino A se observo hiperplasia y
carcinoma de células C de la tiroides. EI ovino B mostré hiperplasia de células C de la
tiroides y atrofia de células principales de la paratiroides. No se examind la paratiroides en
el ovino A. El diagndstico diferencial de calcinosis enzo6tica en el sur de Sudamérica debe
tener en cuenta cuatro plantas toxicas de la familia Solanaceae: Solanum glaucophyllum,
Solanum stuckertii, Nierembergia veitchii y Nierembergia rivularis.

Palabras clave: enfermedades de ovinos, calcinosis enzodtica, Nierembergia, Uruguay.
INTRODUCCION

La intoxicacién por plantas calcinogénicas produce calcificacion sistémica de
tejidos blandos en diferentes especies animales. Las plantas que se sabe que son
calcinogénicas en Sudamérica (Argentina, Brasil y Uruguay) son Solanum glaucophyllum
(anteriormente Solanum malacoxylon), que afecta los bovinos (Dobereiner et al. 1971,
Riet-Correa et al. 1975; Gimeno 2001), ovinos (Garcia y Santos et al. 2007), bufalos
(Santos et al. 2011) y equinos (Odriozola et al. 2017); Solanum stukertii, que afecta
caprinos en Argentina (Iglesias et al. 2008; Rossanigo et al. 2017); Nierembergia veitchii
(Barros et al. 1970; Riet-Correa et al. 1987; Rissi et al. 2007; Rissi et al. 2009) y
Nierembergia rivularis (sinonimo Nierembergia repens) (Garcia y Santos et al. 2012), que
afectan a ovinos. Nierembergia veitchii raramente afecta, bovinos en el estado de Rio
Grande do Sul, Brasil (Riet-Correa et al. 1987). En el Brasil Central se ha notificado
calcinosis enzootica (CE) de causa desconocida afectando a ovinos, caprinos y bovinos
(Guedes et al. 2011).

Nierembergia rivularis (Solanaceae) es una planta rastrera que presenta crecimiento
vegetativo entre octubre a marzo (primavera y verano), de hojas simples, glabras y
redondeadas de color verde con 2-3,5 cm de ancho y 1-1,5 cm de largo con tallos delgados
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y flores blancas. Esa especie puede ser encontrada en zonas himedas del Uruguay (Lahite
et al. 1997).

Intoxicacion en ovinos por Nierembegia rivularis ocurre en areas humedas en la
region de Batovi, departamento de Tacuarembo, Uruguay, desde 1989 (Mederos et al.
1991), cerca de areas inundadas en el departamento de Rivera (Garcia y Santos et al.
2012), en las islas del lago Rincon del Bonete (departamento de Durazno) y a lo largo de
los bordes del mismo lago en el departamento de Tacuarembo (Preliasco et al. 2014). La
intoxicacion ocurre entre octubre (primavera) y marzo (verano) con una mortalidad del 5-
24% (Tabla 1) y afecta a ovinos de todas las edades, con excepcion de los corderos
lactantes (Mederos et al. 1991; Garcia y Santos et al. 2012; Preliasco et al. 2014). Se
reprodujo experimentalmente calcinosis enzootica en ovinos que pastorearon durante tres
meses en un potrero de 625 m? infestado por Nierembergia rivularis (Garcia y Santos et al.
2012).

Los casos de CE en ovinos en Rio Grande do Sul, Brasil, fueron descritos
inicialmente por Barros et al. (1970); posteriormente, la intoxicacion se reprodujo
mediante la administracién experimental de Nierembergia veitchii a conejos (Riet-Correa
et al. 1981) y ovinos (Riet-Correa et al. 1993). La enfermedad se ha descrito
principalmente en las zonas montafiosas del Planalto Medio en el sur del Rio Grande do
Sul (Riet-Correa et al. 1987; Barros et al. 1992). En cambio, Nierembergia rivularis se
presenta principalmente en zonas bajas y humedas del Uruguay (Figura 1) (Garcia y Santos
et al. 2012; Preliasco et al. 2014).

Las intoxicaciones por Nierembergia veitchii y Nierembergia rivularis afectan a
ovinos de todas las edades de octubre a marzo, con la excepcion de los corderos lactantes.
Se ha detectado un aumento de la calcemia en octubre, que alcanza su punto méaximo en
febrero y disminuye a partir de marzo (Riet-Correa et al. 1987). A pesar de la baja letalidad
de la CE causada por Nierembergia veitchii (1-25%), la morbilidad puede estar en el rango
de 1-80%, lo que resulta en pérdidas subestimadas ya que la mayoria del rebafio afectado
sufre una pérdida de peso que puede ser confundida con desnutricién o infecciones
parasitarias (Riet-Correa et al. 1987; Barros et al. 1992).

En el Uruguay se notificé un brote de intoxicacion por Solanum glaucophyllum,
que contiene 1,25(0OH).Ds, en ovejas criadas cerca a los arroyos Solis Chico y Mosquito,
departamento de Canelones, en el que murieron 15 ovejas de un rebafio de 100 ovejas de
diferentes edades (Garcia y Santos et al. 2007). La intoxicacion por Solanum
glaucophyllum se ha descrito anteriormente en bovinos de los departamentos de Canelones,
Colonia, Rocha (Riet-Correa et al. 1975) y Paysandl (Rivero et al. 1989). En Rocha, la CE
se produce entre noviembre y febrero en una zona humeda de aproximadamente 110.000
hectareas, con una morbilidad que oscila entre el 2% y el 80% con una media del 8% al
10% (Riet-Correa et al. 1975). Sin embargo, desde 1975, la mayoria de las zonas de
humedas se han secado para el cultivo de arroz, lo que ha reducido la distribucion y la
frecuencia de la intoxicacion en el departamento de Rocha (Franklin Riet-Correa, datos no
publicados).
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La calcinosis enzootica es una enfermedad cronica en los ovinos se caracteriza
clinicamente por anorexia, pérdida de peso, rigidez de la marcha y cifosis con
hipercalcemia e hiperfosfatemia (Barros et al. 1970; Riet-Correa et al. 1987). Intolerancia
al ejercicio y muerte subita, causada por edema pulmonar agudo, se observan durante las
practicas de manejo (bafio, esquila y dosificacion) del rebafio (Mederos et al. 1991; Rissi et
al. 2007; Rissi et al. 2009; Preliasco et al. 2014). Calcificacion de los tejidos blandos,
hiperplasia de las células C de la tiroides, atrofia de las células principales de la
paratiroides, osteonecrosis y osteopetrosis son las principales alteraciones observadas en
ovinos intoxicados por Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987, Riet-Correa et al.
1993) y Nierembergia rivularis (Garcia y Santos et al. 2012). Nierembergia veitchii tiene
un principio toxico con una actividad bioldgica similar a 1,25(0OH)2Ds (Riet-Correa et al.
1987).

En el presente trabajo se describen los hallazgos epidemioldgicos, clinicos y
patoldgicos de dos brotes de CE en ovinos asociados al consumo espontaneo de
Nierembergia rivularis ocurridos en Uruguay en los afios 2016 y 2018.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron datos epidemioldgicos y clinicos de los productores y veterinarios de
dos predios ubicados en los departamentos de Durazno y Tacuarembdé (Uruguay). Se
realizd la evaluacion clinica y la toma de muestras de sangre para la cuantificacion de la
concentracion sérica de calcio y fosforo en un ovino del brote A y 13 ovinos del brote B.
Se realizd la necropsia de una ovino del brote A (Ovino A) que murié espontaneamente y
de una ovino del brote B (Ovino B) que fue sometida a eutanasia. Se tomaron muestras de
organos, incluidos fragmentos de la epifisis y diafisis del fémur, que se fijaron en
formalina tamponada al 10% (pH 7,0), se procesaron de forma rutinaria, se cortaron a 4
um, se tifieron mediante la técnica de la hematoxilina y la eosina (HE) y se evaluaron
histolégicamente. Las muestras del fémur se descalcificaron con &cido nitrico al 7%.
Muestras de Nierembergia sp. se identificaron como Nierembergia rivularis Miers
(sinbnimo Nierembergia repens Ruiz & Pav) (Cabrera 1979) y se depositaron bajo el
namero MVFA 34988 en el herbario Ing. Agr. Bernardo Rosengurtt, en la Facultad de
Agronomia de la Universidad de la Republica en Montevideo, Uruguay. Con el software
Quantum Gis 2.14® se construy6 un mapa que muestra la distribucion y localizacion de los
casos de intoxicacion por Nierembergia rivularis.

RESULTADOS

Epidemiologia y signos clinicos

El brote A ocurri6 en febrero de 2016 en un predio de 50 hectéareas ubicado en una
isla del lago Rincdn del Bonete, departamento de Durazno. En un rebafio de 110 ovinos, 11
animales (10%) mostraron signos clinicos y ocho (7,2%) murieron. No habia bovinos en el
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predio. El brote B ocurri6 en enero de 2018 en predio cercano al lago Rincon del Bonete,
region Cardozo, departamento de Tacuarembo. La enfermedad se present6 en un potrero de
90 hectareas en el borde del lago en el que pastaban 220 ovejas y 70 bovinos. Veinte
ovinos (10%) presentaban signos clinicos. Cuatro vacas presentaran signos clinicos
semejantes a los observados en ovinos, pero en esta especie no se registran muertes.
Ovinos de diferentes edades estaban afectados, con la excepcion de los corderos lactantes.
Siete ovinos (3,1%) murieron entre diciembre y febrero (verano), dos a cinco meses
después de la aparicion de la enfermedad en primavera. Hiperfosfatemia (8,5 mg/dL -
valores de referencia: 5,0-7,3 mg/dL) fue observada en el Ovino B que fue necropsiado. Se
observaron niveles normales de calcio y fosforo en los otros animales examinados. La
muestra de la oveja A no se examino debido a la hemolisis.

Los animales de ambos predios fueron criados en los bordes del lago Rincon del
Bonete (Figura 2) en potreros infestados por Nierembergia rivularis, donde permanecian
durante todo el afio. Los signos clinicos observados eran pérdida de peso progresiva,
abdomen retraido, cifosis (Figura 3A), marcha rigida, intolerancia al ejercicio, debilidad y
decubito. Cuando se los movilizd, algunos ovinos presentaron una manifestacion clinica
aguda con dificultad para respirar, taquipnea, edema pulmonar y decubito que
posteriormente progreso hasta la muerte. Desde 2012 ocurrian brotes anuales en el predio
A'y desde 2011 en el predio B.

Lesiones macroscoépicas e histoldgicas

Los cadaveres estaban flacos y mostraban una calcificacién generalizada de los
tejidos blandos. Las arterias musculares y elasticas estaban difusamente rigidas, con una
marcada pérdida de elasticidad. La superficie de la intima era irregular con maltiples
placas intramurales blancas, prominentes y multifocales a coalescentes (Figura 3B). Las
valvulas aodrticas bicuspide y semilunar exhibian placas similares que también se
identificaron en las cuerdas tendinosas y endocardicas. Los pulmones no se colapsaron y
mostraron calcificacion multifocal, principalmente en el l6bulo caudal. Los rifiones
exhibian estrias blanquecinas, opacas, lineales y radiales en la juncion cortico medular
(Figura 3C). Habia marcado engrosamiento del hueso cortical con reduccion del espacio
medular de los huesos largos.

Histologicamente, la intima de la arteria carotida presentaba una hiperplasia no
mineralizada (Figura 3D) de intensidad variable, con pérdida de la ondulacion de la lamina
elastica interna. Extensas zonas de depdsito irregular de material basofilo (calcificacion)
expandian y desorganizaban la capa media, a veces con islas de metaplasia Gsea y
cartilaginosa, ademas de un discreto infiltrado de macrofagos. Una fina capa de células
musculares lisas de la tlnica media, adyacentes a la adventicia, permanecian sin cambios.
La tunica media y la intima de la aorta exhibian dep6sitos minerales similares.
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Tabla 1: Brotes de calcinosis enzodtica reportados en Uruguay (1989-2013)

OVINOS

DEPARTAMENTOS MESES/ANO PLANTAS REFERENCIAS
Total Mortalidad %

Tacuarembo Oct/1989 N. rivularis - 6 Mederos et al. 1991
Rivera Dic/2005-Feb/2006 N. rivularis 200 6 (12/200) Garcia y Santos et al. 2012
Tacuarembo Oct/2012-Mar/2013 N. rivularis 199 5 (10/199) Preliasco et al. 2014
Tacuarembo Oct/2012-Mar/2013 N. rivularis 400 12,5 (50/400) Preliasco et al. 2014
Durazno Oct/2012-Mar/2013 N. rivularis 250 24 (60/250) Preliasco et al. 2014
Canelones Ag-Dic/2006 S. glaucophyllum 100 15 (15/100) Garcia y Santos et al. 2007
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¢ Nierembergia rivularis (new cases)
B Solanum glaucophyllum

Figura 1. Ubicacion y distribucion geografica de los brotes de calcinosis enzootica en
ovinos intoxicados por Nierembergia rivularis en Uruguay y Nierembergia veitchii en Rio
Grande do Sul (RS), Brasil. La enfermedad se produce principalmente en zonas humedas
de los departamentos de Tacuarembd, Rivera y Durazno (Uruguay) y en zonas altas del
Planalto Medio (RS), Brasil. Destaque: bordes del lago Rincén del Bonete, donde
ocurrieron los dos brotes descritos en la presente investigacion y otros tres anteriormente
notificados.
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Figura 2. Localizacién de los brotes de calcinosis enzo6tica en ovinos causados por

Nierembergia rivularis en Uruguay. Brote A. (A) El borde del lago Rincon del Bonete esta

invadido por la planta. (B) Campo natural invadido por Nierembergia rivularis. (C)
Detalles de la planta con flor.
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Figura 3. Calcinosis enzodtica en ovinos causada por Nierembergia rivularis en Uruguay.
Brote B. (A) Ovino presentando cifosis, abdomen retraido, mala condicion corporal y
miembros arqueados. (B) Aorta. Superficie de la intima difusamente irregular con extensas
placas calcificadas. (C) Rifion. Nefrocalcinosis caracterizada por estriaciones blancas
dispuestas radialmente en la juncion corticomedular. (D) Arteria carotida. Hiperplasia
moderada de la capa intima y calcificacion de la capa media. HE, obj.10x.

La calcificacion leve a marcada de los septos alveolares sustituy6 ocasionalmente el
parénquima pulmonar por zonas densas de calcificacion con metaplasia Osea y
cartilaginosa. La calcificacion también se verificO en los rifiones, afectando el lumen
tubular distal, las arteriolas y el intersticio. Se observo hiperplasia de células C y
carcinoma de la tiroides en el ovino A (Machado et al. 2020). EI Ovino B mostro
hiperplasia de las células C de la tiroides y atrofia de las células principales de la
paratiroides. La paratiroides no se examind en el ovino A. En los huesos largos habia
engrosamiento de la cortical con reduccion del espacio medular y disminucion de los
canales de Havers. El hueso trabecular de la epifisis y diafisis presentaba trabéculas
engrosadas revestidas por osteoclastos y osteoblastos escasos. La superficie articular
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proximal de la cabeza del fémur mostraba, multifocalmente, condrocitos desorganizados y
degenerados y presentaba areas de calcificacion.

DISCUSION

El diagnostico de intoxicacion por Nierembergia rivularis en ovinos, en ambos
brotes, fue basado en los hallazgos epidemioldgicos, clinicos y patologicos, ademas de la
presencia de la planta en los pastos. Estos hallazgos fueron similares a los descritos
anteriormente en los casos de CE (Barros et al. 1970; 1992, Riet-Correa et al. 1987; Mello,
2003). Ambos productores informaron de la muerte repentina de algunas ovejas, que
ocurren por edema pulmonar agudo debido la calcificacion de las valvulas cardiacas
(Barros et al. 1992; Rissi et al. 2007; Rissi et al. 2009).

La mortalidad observada en ambos brotes (3,1% y 7,2%), que fue similar a las tasas
notificadas anteriormente (5-24%) (Mederos et al. 1991; Garcia y Santos y et al. 2012;
Preliasco et al. 2014), causdé importantes pérdidas a los productores. Ademas, hay que
considerar las pérdidas econémicas en los ovinos que no presentaron signos clinicos (Riet-
Correa et al. 1987). Por lo tanto, la intoxicacion por Nierembergia rivularis causa
importantes pérdidas econdmicas en zonas con potreros ubicados en los limites de las islas
del lago Rincon del Bonete, asi como en areas humedas cercanas a los arroyos de los
departamentos de Tacuarembo y Rivera (Mederos et al. 1991; Garcia y Santos et al. 2012;
Preliasco et al. 2014).

Solo una de las ovejas examinadas presentaba hiperfosfatemia, y las
concentraciones séricas de Ca estaban dentro de los valores de referencia. La
hipercalcemia y la hiperfosfatemia son alteraciones comunes en la intoxicacion por
vitamina D (Mello, 2003); también ocurre en bovinos intoxicados espontdneamente por
Trisetum flavescens (Kohler & Libiseller, 1970) y Cestrum diurnum (Durand et al. 1999),
asi como en la intoxicacion experimental por Solanum glaucophyllum en bovinos
(Ddbereiner et al. 1971) y Nierembergia veitchii en ovinos (Riet-Correa et al. 1993).

Se ha descripta hipercalcemia sin hiperfosfatemia en caballos (Krook et al. 1975a)
y en bovinos (Krook et al. 1975b) intoxicados por Cestrum diurnum y en ovinos
intoxicados por Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987). Ocurre, también,
hiperfosfatemia sin hipercalcemia en bovinos intoxicados por Trisetum flavescens (Diksen
et al. 1970) y en ovejas intoxicadas por Nierembergia rivularis (Preliasco et al. 2014). En
cambio, se ha comprobado que bovinos intoxicados naturalmente por Solanum
glaucophyllum no presentaran alteraciones (Dobereiner et al. 1971). Las investigaciones de
Ddobereiner et al. (1971) sugirieron que los animales con CE con niveles séricos normales
de Ca y P no habian consumido la planta calcinogénica dias antes de la recoleccién de
sangre. El aumento de las concentraciones de Ca y P es evidente en los animales poco
después del consumo de las plantas y durante la exposicion experimental (Dobereiner et al.
1971; Riet-Correa et al. 1993). El producto de los valores de Ca x P permite una mejor
evaluacion de su metabolismo (Gimeno 2001) y ha sido indicado para el diagnostico de
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casos subclinicos de CE. Considerados en conjunto, estos resultados demuestran que un
aumento de Ca o P por si solo o la ausencia de alteraciones en las concentraciones séricas
de estos minerales no excluye el diagnéstico de CE.

Para prevenir y controlar la intoxicacion, cabe sefialar que la intoxicacion por
Nierembergia rivularis y Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987; Rissi et al. 2007;
Rissi et al. 2009) es estacional y coincide con el crecimiento vegetativo de la planta, lo
que da lugar a la aparicion de signos clinicos en la primavera y a una mayor mortalidad
durante el verano. No existe un tratamiento para la intoxicacién por plantas calcinogénicas,
y la reversibilidad de las lesiones es limitada. Cuando se los traslada a pastizales libres de
la planta, los animales pueden mostrar una ligera recuperacion en el aumento de peso,
disminuyendo parcialmente las pérdidas econémicas (Barros et al. 1992). Por lo tanto, se
recomienda que inmediatamente después de los primeros signos o al comienzo de la
primavera, las ovejas se trasladen a potreros libres o con bajas cantidades de Nierembergia
rivularis. La estacionalidad de la enfermedad y la presencia en humedales en campos bajos
a lo largo de los bordes de lagos y rios permite el uso del pastoreo rotativo, con una
permanencia de corta duracion en potreros muy infestados como medida recomendada de
control de la enfermedad.

Como la mayoria de las plantas de Nieremberia rivularis de ambos brotes se
encontraban en las zonas proximas al agua, la planta podria controlarse utilizando
herbicidas en zonas restringidas. Recientemente, se probaron varios herbicidas dentro del
grupo de las auxinas sintéticas y los inhibidores de la acetolactato sintasa para controlar
Nierembergia rivularis. A corto plazo, el control de la biomasa aérea fue eficiente (mas del
95%) con mezclas de 2,4-D + Metsulfuron; 2,4-D + Starane; o 2,4-D +Lexus. Sin
embargo, en el siguiente periodo vegetativo, aunque en menor grado, continud la
infestacion de esta especie. El control a medio y largo plazo fue mucho mejor cuando,
ademas de la aplicacion de herbicidas, se evitd el continuo sobrepastoreo de la zona
tratada, para favorecer la competencia de las especies forrajeras de interés. La
recomendacion quimica consiste en la aplicacion de 2 litros de 2,4-D mas 200 cc de
Tordon mas 10 g de Metsulfuron por hectarea con el fin de lograr un buen control a corto
plazo y mantener un control residual a medio plazo. Sin embargo, para evitar la
reaplicacion anual de herbicidas, es necesario ajustar el manejo del pastoreo (Alejandro
Garcia, 2020, Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, INIA, Uruguay,
Comunicacion personal).

Los bovinos son menos afectados por la intoxicacion por Nierembergia veitchii que
los ovinos debido a los diferentes habitos de alimentacion de ambas especies y a las
caracteristicas morfologicas de la planta (Riet-Correa et al. 1987). En el presente estudio,
en el brote B, el ganado que pastaba en el mismo potrero que las ovejas desarrolld signos
clinicos que sugerian el diagnéstico de CE. Es necesario realizar mas estudios en las zonas
de cria de ganado vacuno invadidas por Nierembergia rivularis para confirmar la presencia
y la importancia de la CE en esta especie.
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El diagndstico diferencial de la CE en ovinos incluye la paratuberculosis, que es
una enfermedad crénica debilitante que afecta a las ovejas y se caracteriza por pérdida
progresiva de peso, intolerancia al ejercicio y, ocasionalmente, diarrea (Giannitti et al.
2018). Sin embargo, la enteritis granulomatosa observada histologicamente y la aparicion
de diarrea en algunos casos de paratuberculosis ayudan a diferenciar estas enfermedades.
Las parasitosis gastrointestinales, principalmente la haemoncosis, que ocurre con
frecuencia en primavera y verano, también deben considerarse en el diagndstico
diferencial.

CONCLUSIONES

La intoxicacion por Nierembergia rivularis en Uruguay es una enfermedad cronica
que afecta ovinos, y que a veces causa muerte subita debido a edema pulmonar agudo
inducido por insuficiencia cardiaca. Causa pérdidas econdémicas en majadas de ovinos en
areas humedas cercanas de rios o arroyos en los departamentos de Tacuarembo y Rivera y
en las islas del lago Rincon del Bonete. Al igual que otras plantas calcinogénicas,
Nierembergia rivularis causa calcificacion de los tejidos blandos (calcinosis enzodtica). La
Unica medida preventiva es evitar que las ovejas pasten durante largos periodos, de octubre
a febrero, en los potreros invadidos por la planta.
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9. CAPITULO 4: HIPERPLASIA Y CARCINOMA DE CELULAS
PARAFOLICULARES EN OVINO INTOXICADO POR Nierembergia rivularis

Disponible en: https://doi.org/10.1590/1678-4162-11795.

RESUMEN

Calcinosis enzodtica, causada por Nierembergia rivularis en Uruguay y Nierembergia
veitchii en Brasil, es una enfermedad caracterizada por mineralizacién de tejidos blandos,
hiperplasia de las células parafoliculares de la tiroides, y aumento de los niveles séricos de
calcio y fosforo. Se describe un caso de hiperplasia y carcinoma de células foliculares
bilateral en un ovino de cuatro afios, con calcinosis enzoodtica asociada a la intoxicacion
por Nierembergia rivularis. El diagnéstico de hiperplasia y carcinoma de células
parafoliculares fue confirmado por las marcaciones inmunohistoquimicas para péptido
relacionado con el gene de la calcitonina y enolasa neuronal especifica. La hiperplasia es
una lesion preneoplasica inducida por hipercalcemia. Se sugiere que la hipercalcemia
cronica causada por la intoxicacion por N. rivularis puede haber inducido a la hiperplasia
seguida de transformacion en carcinoma de las células parafoliculares. Los efectos
carcinogénicos de las plantas calcinogénicas en el sistema enddcrino tienen que ser mejor
estudiadas.

Palabras clave: Enfermedades de ovinos, neoplasia, plantas calcinogénicas, plantas
toxicas, sistema endocrino.

INTRODUCION

Calcinosis enzodtica (CE), en rumiantes es causada por la ingestion de plantas
calcinogénicas como el Solanum glaucophyllum (sinébnimo Solanum malacoxylon) (Mello,
2003), Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987) y Nierembergia rivularis (sinonimia
Nierembergia repens) en América del Sur (Garcia y Santos et al. 2012), Cestrum diurnum
en la América del Norte, Trisetum flavescens en Europa, y Solanum torvum en Oceania
(Mello, 2003). Solanum glaucophyllum y Cestrum diurnum tienen 1,25(OH).D3z (calcitriol)
(Wasserman et al. 1976; Mello, 2003). ElI metabolito toxico de la N. rivularis es
desconocido y N, veitchii presenta efecto bioldgico semejante a la actividad del calcitriol
(Riet-Correa et al. 1987).

La intoxicacion por plantas calcinogénicas produce alteraciones en el metabolismo
del calcio y fosforo, como la hipercalcemia e hiperfosfatemia, mineralizacién de tejidos
blandos, hiperplasia de las células parafoliculares (C) de la tiroides, atrofia de la
paratiroides y osteopetrosis (Riet-Correa et al. 1987). La hiperplasia de las células
parafoliculares en casos de CE es inducida por la hipercalcemia, que es el principal
estimulo para la produccién de calcitonina, la hormona producida por esas células para
reducir los niveles plasmaticos de calcio (Riet-Correa et al. 1987).
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Por lo tanto, la hiperplasia de las células C es una lesion preneoplésica inducida por
hipercalcemia que puede transformarse en neoplasia (Rosol & Grone, 2015). La
transformacion para neoplasia maligna no ha sido descripta en casos de CE. En este trabajo
presentamos los hallazgos patolégicos e inmunohistoquimicos de un caso de hiperplasia de
las células C de las tiroides y carcinoma en un ovino con CE causada por Nierembergia
rivularis.

DESCRIPCION DEL CASO

En febrero de 2016, un brote de CE fue diagnosticado en un predio ubicado en una
isla del lago del Rincén del Bonete, en el departamento de Durazno, Uruguay. De una
majada de 110 ovinos, ocho murieron después de presentar pérdida de peso cronica,
marcha rigida e intolerancia al ejercicio por 2-4 meses. Gran cantidad de Nierembergia sp.
fue encontrada en las méargenes del lago. Ejemplares de la planta fueron identificadas como
Nierembergia rivularis (sinonimia Nierembergia repens Ruiz & Pav), identificadas por el
codigo MFVA 34988 en el Herbario “Ing. Agr. Bernardo Rosergurtt” de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

Un ovino de cuatro afos, que presentaba severo adelgazamiento, fue autopsiado. La
aorta abdominal y torécica, la carotida interna y las coronarias estaban difusamente rigidas,
con pérdida de elasticidad y superficie irregular debido a multiples formaciones en placas,
irregulares, intramurales, blancas y firmes. Fue observada mineralizacion de las valvulas
bicluspide y semilunar aortica y de las cuerdas tendinosas del corazén. En los pulmones, los
lobos caudales no estaban colapsados y se observaba mineralizacion del parénquima.
Habia estriaciones lineares, blancas y paralelas por toda la region cortico medular del
rifion. La tiroides presentaba nddulos multiples, coalescentes, blancos, con 3-10 mm, con
bordes indistintos que se expandian por el parénquima (Figura 1).

Figura 1: Ovino intoxicado por Nierembergia rivularis. Tiroides. Hiperplasia y carcinoma
de las células parafoliculares. Se observan multiples nodulaciones, coalescentes, blancas, y
con bordes irregulares en el parénquima (*).
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Los hallazgos histologicos consistian en mineralizacion de tejidos blandos,
principalmente en la capa media de la aorta y coronarias, septos alveolares del pulmén,
arteriolas y tabulos renales. En las arterias, también se observaba hiperplasia de la capa
intima. La tincion de Von Kossa evidencio depositos de calcio en las arterias, pulmon, y
rindn. Ademas, las tiroides presentaban extensa desorganizacion de la arquitectura del
tejido por masas multinodulares, no encapsuladas, con proliferacion moderada a acentuada
de células epiteliales organizadas en grupos, y entrelazadas con tejido fibrovascular (Figura
2A). Las células neoplésicas eran redondeadas o poligonales, con citoplasma moderado e
indistinto y el ndcleo redondo u oval, centralizado o marginalizado, con cromatina grosera
y 1-2 nucleolos. Se observaba moderada anisocitosis y anisocariosis. En areas con alta
celularidad, se veian células fusiformes, y ocasionalmente cariomegalia, con cromatina
vesicular, y/o invaginaciones del ndcleo. Por veces, las células neoplasicas estaban
retraidas, con citoplasma hipereosinofilico, y el nacleo en picnosis o cariorexis (Figura
2B).

La proliferacion celular benigna y maligna comprimia parcial o totalmente los
foliculos de la tiroides, y ocasionalmente rompia la membrana basal. Multifocalmente en
esas areas, el infiltrado de células estaba separado por material fibrilar eosinofilico
(coldgeno), evidenciado por la tincion de Tricromico de Gomori. Raramente, alrededor de
un material amorfo, homogéneo, extracelular y eosinofilico, negativo para la tincion de
Rojo Congo, se veian células neoplésicas. Se encontré menos de una figura de mitosis en
10 campos, de mayor aumento (400x). En las areas con el parénquima bien preservado,
habia hiperplasia difusa de células parafoliculares.

Se realiz6 inmunohistoquimica para calcitonina, péptido relacionado con el gene de
la calcitonina (PRGC), enolasa neuronal especifica (ENE) y cromogranina A (CgA), seguin
los protocolos utilizados en el Laboratorio de Diagnostico Veterinario de la Universidad de
Minnesota. La proliferacion celular se mostr6 positiva para ENE (Figura 2C), calcitonina
(Figura 2D), y negativo para CgA. Ese inmunofenotipo es compatible con células
parafoliculares (Okada et al., 1991b). Mientras que la mayoria de las células proliferadas
mostré fuerte y granular marcacion citoplasmatica para calcitonina, en otras, la marcacion
fue minima o no detectable, sugiriendo indiferenciacién celular, que también apoya el
diagnostico de malignidad (Wasserman et al., 1976). La marcacion para ENE fue
uniformemente fuerte, difusa, citoplasmatica y granular en la mayoria de las células
neoplasicas. Ademas, gran proporcion de las células parafoliculares fueron positivas para
PRGC, con reactividad nuclear granular difusa.
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Figura 2: Ovino intoxicado por Nierembergia rivularis. Tiroides. Carcinoma de células
parafoliculares. A) Seccion de la tiroides, presentando una masa multilobular, expansiva y
no encapsulada, parcialmente delimitada, compuesta por células dispuestas en grupos y
paquetes, sustentadas por una cantidad minima de estroma fibrovascular, H&E. 200x. B)
Se observa moderada anisocitosis y anisocariosis, con cariomegalia (flecha negra) y células
apoptoticas (flechas blancas); H&E, 400x. C) Inmunohistoquimica de enolasa neurona
especifica. Se observa inmunoreactividad citoplasmatica difusa, fuerte, granular en células
neoplésicas; 200x. D) Inmunohistoquimica de calcitonina. Inmunoreactividad
citoplasmatica granular es evidente en algunas células parafoliculares neoplésicas; 200x.

DISCUSION

Hallazgos clinicos, macroscopicos e histopatologicos encontrados en el ovino son
caracteristicos de CE (Riet-Correa et al. 1987). La principal lesion en la CE es la
mineralizacion de la capa media de las arterias. Modulacion de la expresion genética es
hecha por accidn del 1,25(0OH)2Dz y genera diferenciacion y sintesis de proteinas 6seas por
las células musculares lisas vasculares. Las células musculares lisas modificadas producen
una matriz extracelular que se mineraliza (Barros et al. 2006).

La majada donde se origind este caso pastoreaba durante 5 a 6 meses, desde finales
de primavera hasta principios de otofio, en una pradera natural invadida por Nierembergia
rivularis. Similar a otras plantas calcinogenicas, la intoxicacion por Nierembergia spp.
induce hipercalcemia e hiperfosfatemia, que a su vez resultan en hiperplasia de las células
parafoliculares de la tiroides, atrofia de la glandula paratiroides y osteopetrosis (Riet-
Correa et al. 1987; Rosol & Grone, 2015). La hipercalcemia ocurre principalmente por
induccion de sintesis de proteinas complejantes de calcio en el tracto intestinal, que
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conduce a un aumento de la absorcién de calcio y fosforo (Riet-Correa et al. 1987; Mello,
2003).

El aumento de la concentracion de calcio en el plasma y fluidos extracelulares es el
principal estimulo para la secrecion de calcitonina, una hormona reguladora del calcio
secretada por las células parafoliculares que reducen el calcio plasmatico (Rosol & Grone,
2015). La hiperplasia de las células parafoliculares es una respuesta a la hipercalcemia
cronica (Okada et al. 1991b) y puede ocurrir debido a la ingestion de plantas
calcinogénicas, ingestion a largo plazo de exceso de calcio (Rosol & Grone, 2015) 0, méas
raramente, como manifestacion de hipercalcemia paraneoplésica (hipercalcemia maligna)
(Okada et al. 1991a; Rosol & Grone, 2015).

La hiperplasia de las células parafoliculares, inducida por hipercalcemia cronica, es
una lesion preneoplésica, que puede progresar a adenoma o carcinoma (Rosol & Grone,
2015). En rumiantes, es descripta en casos naturales y experimentales de CE, incluyendo
las intoxicaciones por Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al. 1987), Cestrum diurnum y
S. glaucophyllum (Mello, 2003). Se describié un adenoma de células parafoliculares en una
oveja con CE de etiologia desconocida (Neumann & Klopfer, 1975). En un estudio, el 30%
de los toros alimentados con dietas altas en calcio desarrollaron hiperplasia de células
parafoliculares o neoplasia (Rosol y Grone, 2015). Hiperplasia y carcinoma de células
parafoliculares ha sido descrito en ovejas con hipercalcemia maligna asociada con linfoma
inducido por virus da leucemia bovina (Okada et al. 1991a).

La diferenciacion maligna de las células parafoliculares puede resultar de un
cambio preneoplésico en respuesta a la hipercalcemia crénica (Wasserman et al. 1976). El
patron histolégico de hiperplasia y adenoma no son particularmente diferentes, lo que
dificulta el diagndstico; sin embargo, las caracteristicas de malignidad presentes en
carcinomas, como proliferacion celular, infiltracion, desorganizacion, pleomorfismo
celular y figuras mitoticas, facilitan el diagnostico (Wasserman et al. 1976).

Las lesiones variaban de hiperplasia a neoplasia en diferentes secciones y dentro de
secciones de la glandula tiroides. Basamos el diagnéstico de carcinoma de células
parafoliculares en los siguientes criterios: falta de encapsulacidn; presencia de areas
altamente celulares; moderado pleomorfismo celular; anisocitosis y anisocariosis que
muestran células neoplésicas con cariomegalia y atipia nuclear; e interrupcion de la
membrana basal folicular con infiltracion intratiroidea de células neoplésicas y fibroplasia.
El diagnostico histoldgico fue confirmado con la inmunohistoquimica.

CONCLUSIONES

En este caso, sugerimos que la hipercalcemia cronica inducida por intoxicacion por
Nierembergia rivularis puede haber llevado a hiperplasia de células parafoliculares y
eventual transformacion neoplasica, como se describe en otras condiciones asociadas con
hipercalcemia cronica en ovinos (Okada et al. 1991a).
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10. CONCLUSIONES GENERALES

Los cuatro trabajos que forman esta tesis de doctorado son resultado de trabajos de
investigacion sobre las calcinosis enzootica desarrollados en distintos momentos. EI primer
trabajo es una revision detallada y actualizada sobre la calcinosis enzodtica y ya esta
publicado en una revista de impacto. En esta revision se describen todas las plantas
conocidas en diferentes continentes que causan calcinosis enzodtica. Se describen los
aspectos epidemiolégicos, clinicos, patoldgicos y toxicologicos de esta enfermedad.
Ademas, se discuten los conocimientos actuales sobre los mecanismos patogénicos de la
calcificacion de los tejidos blandos.

En el segundo trabajo se hace un estudio retrospectivo y prospectivo de los
mecanismos patogénicos de la calcinosis enzodtica causada por Nierembergia veitchii.
Para esto, se recuperd informacion (publicada y no publicada) generada mediante
microscopia electrénica en la Universidad Federal de Santa Maria y se complemento6 con
un estudio por inmunohistoquimica. Los resultados de este trabajo sugieren la participacion
de la fosfatasa alcalina no tejido especifica, osteopontina, osteocalcina, osteonectina,
vesiculas matriciales y exosomas en el proceso de calcificacion arterial en ovinos con
calcinosis enzodtica asociada al consumo de Nierembergia veitchii. Los hallazgos
ultraestructurales demostraron que vesiculas matriciales y exosomas son indispensables en
el desarrollo del proceso de calcificacion, una vez que, ellas estaban siempre presentes en
la capa media calcificada y ausentes en la intima no calcificada. La hipotesis es que la
ausencia de vesiculas matriciales y exosomas en la capa intima hiperplasica no posibilita el
desarrollo inicial del proceso de calcificacion mismo en la presencia de proteinas 6seas no
colagenas y fosfatasa alcalina no tejido especifica. Ese efecto ocurre probablemente por la
existencia de dos células musculares lisas sintéticas distinticas genéticamente: una que se
queda en la media y produce vesiculas matriciales y otra que migra para la intima y no
produce estos cuerpos extracelulares.

En el tercer trabajo se hizo una revision de los brotes anteriores de calcinosis enzodtica
en ovinos en Uruguay Y se describen dos brotes de intoxicacion por Nierembergia rivularis
ocurridos en una isla del lago del Rincon de Bonete y en las margenes del mismo lago. La
intoxicacion por Nierembergia rivularis es la mas importante causa de calcinosis enzodtica
en Uruguay y causa pérdidas econdmicas importantes. Afecta ovinos y posiblemente
bovinos y los brotes ocurren en areas de campo natural en zonas himedas de Tacuarembd
y Durazno. Las areas humedas de los bordes del lago del Rincon del Bonete son un area
endémica para dicha enfermedad.

Finalmente se describe un carcinoma de células C de la tiroides en un ovino intoxicado
por N. rivularis. Este es el primer diagndstico de este tipo de tumor asociado a la ingestion
de una planta calcinogénica. Se propone que el tumor ocurrié en consecuencia de la
hipercalcemia generada por la ingestion de la planta. El principio activo de N. rivularis no
ha sido determinado, pero se sugiere que al igual que otras plantas calcinogénicas posee
1,25(0OH).D3z 0 una substancia de accion biologica semejante.
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