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Riassunto

L’Ematuria Enzootica Cronica (EEC) del bovino e siradrome a
decorso cronico di natura non infettiva, carat&ia generalmente da
lesioni neoplastiche della parete vescicale assoced ematuria
intermittente ed anemia.

Numerosi studi ezio-patogenetici hanno evidenzthi®, alla base
di tale affezione, e presente una intossicazioorica da felce aquilina;
il potere immunosoppressivo e mutageno dovuto alestanze
carcinogenetiche contenute nella felce favoriscerdplicazione di
Papillomavirus, in particolare del BVP-2, a livetlella parete vescicale
con lo sviluppo di neoplasie a carico della stessa.

La sindrome colpisce soprattutto animali al pasaloappresenta
sicuramente una problematica ambientale che ird@resee estese
soprattutto dell’ltalia collinare centro-meridioeal particolarmente
ricche di felce.

L'importanza della patologia risiede non solo nelEerdite
economiche legate allo scadimento produttivo deadria e alla morte
degli animali, ma anche alla possibilita di trasiwiee di fattori pro-
oncogeni all'uomo, inseguito all'ingestione di potil lattiero- caseari
provenienti dal latte di animali malati

Dal punto di vista clinico, la sindrome evolve fiaquentemente in
forma cronica, e si presenta con ematuria inteemi¢t associata a
deperimento lento e continuo che si manifestavergdi mesi o anni; per
tale motivo la diagnosi della malattia, in passateniva per lo piu
eseguita post-mortem. Attualmente la possibilitatdizzare tecniche di
diagnostica per immagini quali I'ecografia e lat@ssopia permette di
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effettuare una diagnosi in vitam con vantaggi palievatore e per |l
consumatore.

Il presente lavoro di ricerca ha confrontato dueniehe di
diagnostica per immagini, l'ultrasonografia vestaca la cistoscopia, al
fine di verificare i loro punti di forza e i loronhiti per la diagnosi di
EEC, in modo da fornire al medico buiatra lineedguper un corretto
approccio diagnostico alla patologia.

Lo studio ha previsto una fase reclutamento in 220 bovine
podoliche provenienti da territori ricchi di felaquilina sono state
sottoposte a screening di massa attraverso I'edatteurine con strisce
reattive, al fine di svelare la presenza di ematukl termine di tale fase
sono state selezionate 24 vacche podoliche, di@tipresa trai 5 e 12
anni affette da EEC.

| soggetti sono stati sottoposti ad esame clinmopleto ed indagini
ematologiche e ematobiochimiche di routine che bantevato la
presenza di macroematuria in 18 soggetti e micabama nei rimanenti
6, associate ad anemia normocitica e ipocromica.

Successivamente gli animali, adeguatamente comtesmto stati
sottoposti ad esame ultrasonografico della vegoéravia transrettale e
ad esame cistoscopico. Inoltre, durante I'esecezitaile due tecniche di
diagnostica, e stato valutato il grado di tolleerdegli animali alle
manovre mediante una scala del dolore modificata.

L’esame ultrasonografico mostrava in tutti i so¢jgat ispessimento
pil 0 meno localizzato della parete vescicale,@agonegli animali con
macroematuria a lesioni proliferative di aspettbpgmide e/o vegetante.

L'esame cistoscopico ha permesso di evidenziare mm@osa
edematosa, corrugata ed opaca, unitamente allanzesli aree piatte o

bottoniformi di colorito rosso-nerastro; nei bovoun evidente ematuria
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erano inoltre presenti neoformazioni vegetanti di/aspetto polipoide
endoluminali.

L'esame bioptico eseguito in tutti gli animali cdausilio della
cistoscopia ha evidenziato la prevalenza di cansaon situ in 18
animali, 2 displasie di cui una associata ad angierialtra a carcinoma
infiltrante di basso grado di invasivita, tre camni endoluminali e una
forma sarcomatoide.

Delle due tecniche diagnostiche impiegate, I'esaitrasonografico
si &€ dimostrato di semplice esecuzione, rapidoretbiéerato, ma non in
grado di fornire precise informazioni relative ak#adiazione delle
lesioni osservate, sebbene risulti indispensalale |@ valutazione dei
linfonodi regionali, talvolta coinvolti nel processnorboso. La tecnica
endoscopica ha evidenziato, invece, una notevolgilsbta diagnostica,
svelando in tutti i soggetti arruolati una condimo di EEC,
indipendentemente dalla fase evolutiva della malatt dal grado di
ematuria presente, permettendo inoltre I'esecuzdingrelievi bioptici
mirati. | principali svantaggi nellimpiego di taleecnica diagnostica
risiedono nell’elevato costo dell’attrezzaturaptalnon accettabile nella
comune pratica di campo, indaginosita della metodicscarsa praticita
nel trasportare le attrezzature in luoghi spesgermr e poco accessibili.

In considerazione di quanto osservato, il rilieliomacroematuria
anche in un solo soggetto dovrebbe portare il needigatra a valutare
tutti gli animali che condividono il pascolo, attemso un semplice
screening rappresentato dall’impiego di striscétikeaper I'esame delle
urine. Tale metodica consente di svelare le ins&liforme occulte
caratterizzate da una minima quantita di sangude netine, che
rappresenta il primo segno clinico di malattia. Gssivamente gli

animali  positivi devono essere sottoposti ad un mesa
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emocromocitometrico per valutare il grado di anemi@nché ad
indagini ematobiochimiche per indagare la funzidaatpato-renale. Il
“diagnostic-plane” del’lEEC deve successivamen&vedere I'impiego
dell'ultrasonografia transrettale, con valutaziodell'intero apparato
urinario, nonché dei linfonodi lomboaortici e iliac

Nel caso di estese lesioni a carattere prolifevat@ssociate a
macroemtauria, € necessario predisporre la mameiaziel soggetto,
mentre gli animali con solo ispessimento, piu 0 neimcoscritto, della
parte vescicale associato a microematuria, dovrebkssere allontanati
dai pascoli infestati e successivamente sottoostintrolli semestrali,
al fine di verificare una eventuale progression@iazione delle lesioni
riscontrate. In questi ultimi puo essere utile piego della cistoscopia,
nonostante i limiti oggettivi legati ai costi e alscarsa praticita sui
pascoli o in zone difficimente accessibili. L'amazione della
cistoscopia comunque consente di studiare le |esatinaverso |l

prelievo bioptico e quindi di formulare una prognuisi corretta.

In conclusione la corretta applicazione di un geotlo diagnostico
che preveda Il'utilizzo di entrambe le metodicheliasate puo,
indubbiamente, portare ad una riduzione considégedelle forme di
EEC invalidanti, riducendone cosi I'impatto econominegativo sulle
realta zootecniche di nicchia che rappresentangailore di biodiversita

da tutelare.



Abstract

Chronic Enzootic Hematuria (CEH) is a chronic naorfectious
diseases of bovines, characterized by neoplastions of the urinary
bladder associated with intermittent hematuria ameimia.

Etiopathogenetic studies showed that a chronicxicabion by
bracken fern is responsible of this pathologicalndition. The
carcinogenic substances contained in this planinpte replication of
papillomavirus, in particular of the BVP-2, at tlevel of the urinary
bladder wall with the development of cancer.

The syndrome affects mainly grazing animals andressmts
certainly an environmental problem because is wpdeEd to
mountainous and hilly areas of southern and centitaly.
The importance of the disease is due not only écettonomic losses for
the farmers, but also to the possibility of trarssm@n of oncogenic
factors to human population through the ingestiormdk and dairy
products derived from animals with CEH.

The syndrome develops most frequently in chronienfoand the
bovines show intermittent hematuria, associatedh weilow and
continuous weight loss that occurs in several nothyears; for this
reason, in the past the diagnosis of the diseasemestly performed at
post-mortem examination. Currently, the possibibfyusing diagnostic
iImaging techniques, such as ultrasonography ansmyapy, allows to
make a diagnosis vitam

The aim of the present research is to compare tvagndstic
imaging techniques, urinary bladder ultrasonogragy cystoscopy, in

order to verify their effectiveness and limitationthe diagnosis of CEH,
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and provide to large animals veterinarians gui@slirfor a correct
diagnostic approach to this syndrome.

In the first step 230 bovines of Podolica bree@zog in areas
infested by bracken fern, were subjected to a sargehrough urine test
strips, in order to reveal the presence of micradtena. At the end of
this phase 24 cows affected by CEH, aged betwesrd5l2 years, were
selected.

The animals were subjected to a complete clinigah®enation, urine
exam and common hematological and hematochemicdysas. At the
time of presentation 18 animals showed macrohematand 6
microhematuria, while all animals had normocytic ormochromic
anemia. Thereafter, the animals were subjectethtsitectal ultrasound
examination of the urinary bladder and cystoscibyreover, during the
execution of these diagnostic techniques, has batexl the degree of
tolerance of the animals using a modified scorysgjesn for pain.

The ultrasound examination in all subjects showedaae or less
localized thickening of the urinary bladder walgsaciated in animals
with macrohematuria to proliferative lesions witlp@ypoid/vegetating
appearance. Cystoscopic examination revealed amatdas, wrinkled
and dull mucosa of the urinary bladder, togethdh e presence of
raised and flat areas, as buttons, of blackisheadr; in cattle with
macrohematuria were also present more large prafife lesions
pedunculated or with a broad base.

Histopathology performed on biopsy specimens sainmlaring
cystoscopic examination showed the prevalence gftincarcinoma in
18 animals, 2 dysplasias associated with angiond anfiltrating
carcinoma of low degree of invasiveness respegtivélendoluminal

carcinomas and a sarcomaoid form.
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Of the two diagnostic techniques employed, the astiund
examination has proved simple to perform, not tsaasuming and well
tolerated, but not able to provide accurate infaiomaregarding the
degree of the observed lesions, although it is fokéddr evaluation of
regional lymph nodes, sometimes sites of metadedions. Instead, the
endoscopic technique has shown, however, a remarkdibgnostic
sensitivity, revealing in all subjects a condit@ihCHE, regardless of the
developmental stage of the disease and the dedrbenmaturia, also
allowing  biopsy from selected areas of urinargdoler. The main
disadvantages of cystoscopy are represented byhitte cost of the
equipment, duration of the procedure and difficultytransporting the
equipment in poor access areas.

The evidence macrohematuria in one subject shoe&t Ithe
veterinarian to evaluate all animals that grazingether, through a
simple screening represented by the use of urstesteps. This method
allows to reveal the insidious subclinical formsCGHE characterized by
a minimal amount of blood in the urine. Subseqyepdsitive animals
must be subjected to a blood cell count in ordesgsess the degree of
anemia, as well as to a hematochemical panel derdo investigate the
hepatic and renal function. The "diagnostic-plameist then provide for
the use of transrectal ultrasonography with evalnabf the entire
urinary tract, as well as regional lymph nodes.

In the case of extensive proliferative lesions asged with
macrohematuria, it is necessary to slaughter timaads, while bovines
with only, more or less circumscribed, thickenirfghe urinary bladder
associated with microhematuria, should be removet infested areas,
and subsequently subjected to a check every sixthmpim order to

verify a the progression / regression of the disebsthese latter animals
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may be useful cystoscopy, despite the objectivétdimelated to costs
and impractical in transporting on grazing landée Tapplication of
cystoscopy still allows to study lesions througlbiapsy and then to
formulate a more accurate prognosis.

In conclusion, the correct application of a diagmogrotocol that
provides for the use of both diagnostic methods ¢ead to a
considerable reduction of CHE incidence, thus reduthe negative

economic impact on livestock reality of hilly anadumtainous areas.
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Introduzione

Nel settore buiatrico le affezioni primarie dellaske vie urinarie
Sono comunemente sottostimate e scarsamente caisid®me cause
di ridotta produttivita delle mandrie, nonostarnpesso siano associate a
scadimento delle condizioni generali del soggetddorfaghan e
Hannan,198R In particolare le neoplasie a carico della vescirinaria
rappresentano un evenienza alquanto rara esser@]6dn% di tutte le
neoplasie maligne riscontrate nel boviieuten, 2002)Nella maggior
parte dei casi, tali affezioni si manifestano sdtboma di ematuria,
assumendo spesso un andamento cronico ingraveschatequeste
sicuramente un ruolo di primaria importanza € rapgntato
dal’Ematuria Enzootica Cronica (EEC), una sindeprdi natura non
infettiva, caratterizzata generalmente da lesi@ophastiche della parete
vescicale, associata ad ematuria piu 0 meno ewadghanemia.

Negli ultimi decenni numerosi studi hanno dimostratome
I'assunzione ripetuta di felce aquilina (Pteridiaoquilinum) unitamente
all'infezione da Papilloma virus (BPV-2) siano iimmipali agenti

eziologici responsabili di tale sindrome (Campalgt992).



La felce aquilina Rteridium aquilinum (Fig.1) € una pianta
cosmopolita contenente numerose sostanze IMMUNESHNE,
clastogene e carcinogenetidf@mith et al., 1997; Alonso-Amelot et al.,;

2002; Yamada et al., 2007).

Felce maschio

rmediomespateieon | Fjg. 1:Pteridium aquilinum maschio.

Essa, appartenente alla classe delle Pteridopsfdaiglia
Pteridaceae, € una delle cinque piante piu comumoado, diffusa in
tutte le aree temperate e subtropicali sia delétaro settentrionale sia di
qguello meridionale; € una pianta erbacea perennmoidivole sviluppo
che puo raggiungere i due metri di altezza, prdawvi un grosso rizoma
strisciante da cui emergono le fronde annuali dfilar triangolare il cui
colore varia da giallo-verde a verde-rossastro pegiodo autunnale
(Fig.2). Le fronde sono lunghe fino ad un metro coa larghezza che

puo superare i 50 cm; le spore (sori) sono dispastéordi delle foglie
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protetti dall'orlo della foglia stessa ripiegata;dporificazione ha inizio
in tarda primavera e si protrae per tutta la stagioalda. Nel nostro
paese essa risulta essere presente su tuttoiibiermazionale, isole
comprese, fino a circa 2000 metri di altitudine;slaa distribuzione &
presente maggiormente nelle aree deforestate mepdat pascoli semi-
abbandonati che hanno subito un ritorno alla vegata naturale; in tali
terreni, infatti, pud dare origine ad estese ee fitbperture fino a

diventare un vera e propria pianta infestgmggylor., 1990)(Fig. 3)

Fig.2: Felce aquilina nel periodo autunnale.
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Fig.3Distribuzione nazionale della felce aquilina.

Inizialmente,Pteridium aquilinume stato considerato come singola
specie vegetale, ma in realta, le sono state aitgillliverse sottospecie
(Tryon, 1941)aquilinumdistribuita a livello dell'emisfero settentrionale
con le varietadlecompositunpubescens, feei, latiusculum, wrightianum,
pseudocaudatuned africanum e la sottospecieaudatum distribuita
nellemisfero  meridionale, comprende le variet@audatum,
arachnoideum, revolutum, yarrabenss, infine, esculentum(Fig.
4)(Tryon, 1941; Taylor, 1990; Smith et al., 1994).

Come gia accennato, la felce contiene numerose arssst
Immunosoppressive, mutagene, clastogene ed anchmargenetiche,

tra queste ultime la piu importante € sicuramenteglicoside
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sesquiterpenoide, isolato per la prima volta né31 Giappone e nei

Paesi BasqiNiwa et al., 1983; Van der Hoeven et al., 1983).
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|
W Pleridium esculentum
Austral Bracken

Fig.4: Pteridium esculentum.

| primi studi circa il potenziale effetto carcinagtico da parte della
felce maschio sono stati riportati nel lontano 1@@0Rosenberger ed
Heeschen, i quali descrissero condizioni neoplastdi tipo polipoide a
carico della vescica associate a fenomeni di emaatubovini alimentati
per lunghi periodi con tale pianta. Nel 1965, stggerimentali su
animali da laboratorio misero in evidenza la sissitta associata ad un
alto potenziale carcinogeneti¢&évans e Mason, 1965Nel decennio
successivo, I'ematuria enzootica € stata riprodgprimentalmente in

bovini alimentati con felci appena falciate o settec come fieno
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(Pamukcu et al., 1978; Hirono et al., 1984; Shamn al., 1998)
confermando l'importate ruolo svolto da tale velgetaella genesi
dell'affezione.

Le concentrazioni di ptaquiloside variano a secatelagenotipo del
vegetale e talvolta possono raggiungere concentrazlevate fino
all'1,3% sulla sostanza sec®mith et al., 1994)Alcuni autori hanno
suggerito che a seconda della pit 0 meno elevataeotrazione di
ptaquiloside e, quindi, del genotipo della felcegante sul territorio, la
distribuzione geografica delllematuria enzooticad pnotevolmente
variare(Smith et al., 1998)nfatti, si ritiene che in aree geografiche dove
la malattia € presente, la felce contenga una gragdantita di
ptaquiloside (300-700 pg/g/s.s. ), mentre in a@®@ee la malattia non e
presente, 0 assume un carattere sporadico, la moaziene di tale
sostanza risulti inferiore a 100 g/g/¢Smith et al., 1994).

Negli ultimi decenni, diversi studi hanno evidenaiaegli animali
malati una stretta correlazione tra infezione dailanavirus (BPV),
ingestione di felce e comparsa di neoplasie velscica

Come € noto, il Papillomavirus tipo 1 (BPV-1) edifgo 2 (BPV-2)
appartengono ai Deltapapillomavirus e sono respminsadi

fibropapillomi, cioé tumori benigni dell'epitelio ael derma. Il ruolo di

BPV-1 o di BPV-2 nella carcinogenesi a livello dellescica urinaria €
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stato per la prima volta ipotizzato da Olson n@63, il quale aveva
dimostrato che la somministrazione di sospensionedplasie vescicali
bovine era capace di indurre la formazione di ofiapillomi cutanei e
vaginali. Tali ricerche suggerirono, quindi, unasgbile condizione
simbiotica tra papillomavirus e tumori spontaneiagico della vescica;
solo nel 1992 Campo e collaboratori sono riusditiisolare il DNA di
BPV-2 a livello di neoformazioni a carico della geEs in bovini
alimentati con felce, sia in condizioni naturalieckperimentalmente
indotte confermando, in tal modo, limportante cuali tale virus
nell'oncogenesi della ematuria enzoo{i€ampo et al.,1992)nfatti, un
possibile meccanismo eziopatogenetico potrebbe edere che |l
papillomavirus sia responsabile di una infezioneerlee a livello
dell'epitelio vescicale e che la contemporanea gmzs di sostanze
Immunosoppressive e carcinogenetiche contenute rfelce possa
favorire sinergicamente lo sviluppo di lesionimeeplastich€dCampo et
al., 1992).

Nell'ultimo ventennio, diversi ricercatori hannagpitre, posto la loro
attenzione sulla possibile assunzione da parté&udeib di tali sostanze
attraverso il latte e i suoi derivati; Villalobosl&zar (1989) ha infatti

messo in evidenza una maggiore incidenza di ndeptial’apparato
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gastroenterico in persone che si alimentano de l&to formaggi
provenienti da bovini allevati in aree endemiche.

Un recente lavoro ha evidenziato la possibilith pissaggio nel
latte prodotto dai soggetti affetti da EEC consefeiall'ingestione di
felce, di metaboliti pro-neoplastici, verificand dtretta correlazione tra
tumori gastro-esofagei e consumo di prodotti ledteaseari(Shama,
2013).

L'EEC colpisce numerosi animali della stessa mandoprattutto in
allevamenti di razze podoliche condotti allo statado e semi-brado
dell'ltalia collinare centro-meridionale, dove laelde risulta
particolarmente rigogliosa, allo stadio germinatiwssendo tenera e
facilmente commestibile, viene assunta in notewgpliantita dagli
animali. | bovini di eta superiore ad un anno spno frequentemente
colpiti, senza alcuna predisposizione di eta, segsaza.

Anche altre specie,come le pecore, esposte adtiogesli felce per
periodi superiori ai due anni, possono contrarmaddattia (Radostitis et
al., 1994).

Altri autori hanno, inoltre, riscontrato sintomaigia similare e
analoghe lesioni anatomopatologiche in altre spacienali, come |l
bufalo Somvanshi, 2031e il daino; in quest’ultima specie sono stati

riscontrati tumori, quali emangiomi, carcinomi e agiosarcomi della
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vescica, in animali con sintomatologia ascrivi@te EEC e alimentatesi
su pascoli contenenti felce aquilirisc@la, 2014).

L'EEC si presenta come problematica ambientalartkesssa intere
aree con discrete perdite economiche, in consiagrazlel suo decorso
cronico e del carattere letale della malattiafdzabne non e strettamente
associata ad un particolare tipo di terreno, sebbessa venga piu
comunemente osservata nelle aree a suolo poco tiongla roccioso
(Radostitis et al., 1994).

Dal punto di vista clinico la malattia evolve orifna subacuta o, piu
frequentemente, cronica. Nei rari casi ad insorgeimzprovvisa gli
animali presentano una grave ematuria, spessoiassatla presenza di
grossi coaguli, grave astenia, pallore delle muaselvolta, decubito
prolungato con morte in 1-2 settimane. Gli episadiecorso cronico
sono caratterizzati da una ematuria intermittembegomeno evidente,
deperimento organico lento e continuo, che si neataf nel corso di
diversi mesi o, in alcuni casi, di anni. A causairdezioni vescicali
secondarie, nelle mandrie colpite € piu frequest®rvare una maggiore
incidenza di pielonefriti ascendenti spesso assoai&istiti.

Come sottolineato in precedenza, i rilievi clindgi piu frequente
riscontro sono rappresentati da: ematuria, dimagrto e pallore delle

mucose, la cui gravita e in funzione del tempo riorgenza della
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malattia. 1l fattore temporale € un elemento condiante le

modificazioni del profilo emocoagulativo come dirtrato in un

precedente nostro lavoroD Loria et al, 2013. In genere I'ematuria
assume un carattere di cronicita della durata talvdi diversi anni;

infatti, periodi di apparente assenza di macroen@atufanno

erroneamente ritenere I'animale guarito e per rajgone viene lasciato
pascolare liberamente su terreni contaminati, @vdo in tal modo la
progressione della malattia. L'organismo rispoocdie modificazioni dei
parametri emostatici che con il tempo possono aterfino alla

comparsa, nei casi letali, di forme di coagulaziomtravasale
disseminata (CID)Runtain, 1980).

Mentre in passato la diagnosi di EEC si basavanesdmente
sullesame post-mortem, attualmente grazie alle enwal tecniche di
diagnostica per immagini, la patologia pu0 essE@osciutan vitam,
con indubbi vantaggi economici per l'allevatore.| N®02 Hoque e
collaboratori hanno utilizzato I'ultrasonografiarpg riconoscimento
delle lesioni della parete vescicale in corso diCE#&el Bovino gia
evidenziando gli indubbi vantaggi della tecnicaaleglla rapidita di
esecuzione dell’esame sia nel maschio che nellanfeay ma anche i
suoi limiti dovuti all’incapacita di discriminarea forme benigne e

maligne; limiti superati con l'introduzione dellachica cistoscopia che
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consente il prelievo di campioni bioptici dalle f@onazioni
visualizzate con la possibilita di arrivare ad uhagnosi di certezza
(Franz, 2004.

In questultimi anni, [limpiego sempre piu frequent
dell'ultrasonografia vescicale e della cistoscopia consentito di
compiere notevoli passi in avanti nella stadiaziahdla malattia,
unitamente ad una migliore comprensione dei mesgarpatogenetici
che sono alla base di tale affezione, permettemdodiagnosi precoce e
una adeguata valutazione prognostica.

Considerando i notevoli vantaggi che la diagnospea immagini
puo portare nello studio della EEC, lo scopo dgltasente tesi di
dottorato, € quello di confrontare due diverse whetee in bovini
naturalmente affetti da tale sindrome: l'ultrasoradig@ vescicale e la
cistoscopia. Nel contempo dall’analisi delle prolétiche connesse agli
episodi di EEC negli allevamenti condotti allo statado e semibrado,
ci si e posti altresi I'obiettivo di fornire al mied veterinario buiatra un
idoneo piano diagnostico per la corretta gestiogliadnandria in cui
tale sindrome e presente.

La parte sperimentale sara preceduta da una appirtfodisamina
su gli aspetti eziopatogenetici, clinico-diagnastiterapeutici dell’ EEC,
in base a quanto di piu recente riportato neltadatura veterinaria.
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1 Eziologia e patogenesi dell'Ematuria EnzootscCronica

L'eziologia dell’ematuria enzootica del bovino aiplattoriale e
sembra sia legata all’effetto sinergico delle gsusta
cancerogenetiche presenti nella pianta, e dellpapvirus sebbene
altre co-cause non possono essere del tutto escluse

Come gia accennato in premessa, la prima segnatazio
dellimportanza della felce nel determinismo dettalattia risale al
1960 ad opera di Rosenberger ed Heeschen, i gealridsero
neoformazioni polipoidi della vescica associate emomeni di
ematuria in bovini alimentati per lungo tempo cale tvegetale.

Nel 1965, studi sperimentali su ratti misero indeviza la
tossicita di tale pianta associata ad un alto @Eodés carcinogenetico
(Evans e Mason, 1965knfatti, i ratti sottoposti a diete contenenti
foglie secche di felce sviluppavano adenocarcinoenisarcomi
multipli intestinali, e/o carcinomi a carico delleescica urinaria;
anche l'applicazione sulla cute di ratti bianchesiratti di urine da
bovini nutriti con felce portava allo sviluppo dazescenze simili a
papillomi (Georgijev et al., 1963).

Studi sperimentali hanno dimostrato che il tempesposizione
all' ingestione della felce gioca un ruolo cruciatdl'incidenza dello

sviluppo dei tumori; infatti, & stata riscontrataaualta incidenza di
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tumori della regione terminale dell'ileo in rattitnti con felce per un
periodo della durata di almeno 4 mesi, mentre ihva@gimento
della vescica insorgeva in animali alimentati perigdi piu lunghi
della durata di almeno 8 mdslirono et al., 1970; 1982; 1983).

La felce contiene diverse sostanze chimiche achaZiogogena
tra cui le braxina A, B e C, sostanze ad azioneumwsoppressiva,
mutagena e clastogena come la quercetiiigieldanes e Chang,
1977; Nakayasu et al., 1986)nitamente a sostanze ad azione
carcinogenica quali la ptaquiloside o Aquilide An glicoside
norsesquiterpenoide capace di indurre clastogemesicolture
cellulari e carcinogenesi sperimentale in vivo (®mi977; Alonso-
Amelot et al., 2002). Castillo e collaboratori (89%hanno inoltre
isolato da Pteridium aquilinum varieta caudatum, un nuovo

glicoside sesquiterpenoide tossico, denominatoutiteside Z.

1.1 Caratteristiche della ptaquiloside

La ptaquiloside € un composto incolore, amorfo ulsitd in
acqua, metanolo ed etilacetdtOjika et al., 1985; Oelrichs et al.,
1995); in atmosfera asciutta essa risulta stabile a testy@

ambiente per piu di sei mesi (tra -20° e O° C), tmeea temperatura
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ambiente si decompone in soluzione acquosa in daezidel pt
(Yamada et al.,199.

In soluzione acida, ptaquiloside va gradualmentecontro ac
aromatizzazione con liberazione d-glucosio e dando origine
Pterosina Be Pterosina(Fukoka et al., 1978)nentre in soluzion
alcalina (pH 811) viene rapidamente trasformato, con
concomitante liberazione di -glucosio, in un dienone¢ (APT,
activated ptaquilosid)(Kigoshi et al.,1993) quest'ultima risult:
estremamente instabile in soluzione acq acida e riconvertita
Pterosina B, mentre si presenta alquanto stab#eluzione alcalin
per almeno 6((Ojika et al., 1987

Come e notol'ileo e la vescica urinaria del bovino sono org
caratterizzati da un pH alcalino e pertanto casttbno ambient

ottimali per la formazione dell’AP

Fig.5: Struttura chimica dello ptaquiloside.
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1.2 L'azione del dienone (APT) nei confronti di composirganici

Come gia accennato, il dienone generato dalla ptesigle in
condizioni debolmente alcaline, sembra esserertadattiva della
ptaquiloside ed agisce come potente agente althiten confronti di
vari composti nucleofili (es. acqua, alcool, amin@r originare
composti aromatici come la pterosina(Bjika et al., 1987){'anello
ciclopropilico del dienone risulta altamente reattcome un gruppo
elettrofilo in quanto & coniugato ad un chetogruppoostituisce un
sistema carbinol-ciclopropilico, da cui risulta beota la facile

formazione di un anomalo catione stabile.

1.3 Alchilazione e clivaggio nei confronti del DNA

E' noto che i danni chimici a carico del DNA causaigli agenti
alchilanti comportino carcinogenesi chimi¢aawley, 1984) Gli
agenti carcinogenetici sono suddivisi in due categ@omposti che
reagiscono direttamente con il DNA o le proteinezseattivazione
enzimatica e composti che richiedono attivaziondabwica per

generare elettrofili reattivi, denominati carcinnggerminali,che
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successivamente, possono reagire con il DNA e tgepre. Le
proprieta della ptaquiloside indicano che essa ¢& agente
carcinogeno direttamente attivo e che il dienoni @rcinogeno
terminale(Yamada et al., 1994)

Considerando che la maggior parte dei carcinogaturali va
incontro ad attivazione metabolica per dare origanecarcinogeni
terminali, la ptaquiloside origina da solo il dieosenza, quindi,
alcuna attivazione metabolica.

Nel 1989 e 1994 diversi studi giapponesi hanno @&ppdito
l'interazione tra DNA e dienone: la ptaquilosideusava deboli
rotture del DNA, al contrario del dienone il quasibiva un alto
grado di abilita di clivaggio del DNA(Yamada et al., 1994).

La liberazione di glucosio dalla PT risulta essar® “step”
cruciale nel processo di clivaggio del DNA infattiattivita di
clivaggio di PT diventa forte in condizioni alcadirifamada et al.,
1994).

In condizioni fisiologiche, la reazione tra DNA &done origina
addotti attraverso N-3 di adenina e/o, a minore@roione, N-7 di
guanina; dopo 25 h a 32°C, avviene il clivaggio rdpneo del
legame N-glicosidico a livello delle adenine alakel per generare

siti non basici, i quali risultano molto labili ca@onseguente rottura
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attraverso una reazione flteliminazione.

La formazione di addotti tra DNA e dienone e stitartata da
Smith e collaboratori (1994) che hanno evidenzlatsequenza di
selettivita di alchilazione dei siti di adeninasBiati simili sono stati
ottenuti da Sugiura e Yamada (1998).

Un altro interessante studio e stato condotto tellvinutriti con
felce che hanno sviluppato neoplasie intestinalnseguenti a
processi di carcinogenesi legati alla presenzadoti del DNA con
la ptaquiloside e successiva mutazione a caricogdeke H-ras,
corrispondente a transizioni adenina a guanina trasversioni
adenina a pirimidina (T o C) a livello del codont @& tale gene
(Prakash et al., 1996H-ras € un oncogene oggi ritenuto associato
ad alcuni tipi di neoplasie comprese quelle debrplella vescica
urinaria e tumori a carico della ghiandola mamméperetti et al.,
2007) Recentemente, I'espressione immunoistochimica della
proteina codificata da H-ras € stata identificatavesciche affette da
cistite cronica e tumori ed appartenenti a bovaposti ad ingestione
di felce aquilingSardon et al.,2005).

L'alchilazione in vitro del gene H-ras da parte d&tnone
avviene principalmente sui siti dell'adenina e lasseguente

depurinazione delle adenine alchilate si verifioa an'alta selettivita
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di sequenza; e stato suggerito che l'alchilaziaikadenina da parte
di ptaquiloside sul codone 61 seguita da depummezied alterata
sintesi del DNA determini I'attivazione di H-radieello intestinale
in vitelli alimentati con felcéPrakash et al., 1996).

A conferma di quanto riportato, Prakash e collatoorg1998)
hanno successivamente dimostrato la formazionddbtt del DNA
con il dienone in ratti trattati con dienone pex gndovenosa.

La proteina di H-ras, la p2l1, € dotata di attivieal P-asica
giocando un ruolo importante nel controllo del @ickllulare; la p21
cosi modificata si renderebbe responsabile di eweetplaseogeni
che condurrebbero le cellule uroteliali ad una «ode di
'iniziazione' e verso una potenziale trasformazione senso
neoplastico.

Sono tutt’'oggi in corso studi per comprendere leseaed i
pathways molecolari responsabili della cosiddgttarhozione
cancerogenetica della cellula uroteliale iniziatag si ritiene che il
contemporaneo processo inflammatorio sostenut@tarbe virus
possa essere l'evento chiave nella promozioneidwre(Lu et al.,
2006)e che, inoltre, i fenomeni immunosoppressivi iticixdlle
sostanze presenti nella felce giochino un ruoldreénnei

meccanismi che caratterizzano l'evef@ampo et al., 1992; Chen et
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al.,2007; Philip et al., 2004; Tan e Coussens, 3((Fig. 6)

BPV-2

Mutageni e

immunosopressori Carcinogeni

Vescica Infezione
- CANCRO
normale mm)p | neoplastica : ) :

Fig.6: Schema rappresentante la rione tra BPV2 e felce aquilina
nell’eziopatogenesi dei tumori vecali dei bovini affetti da EEC.
(Campo et alt992;Prakash at-1996;Borzacchiello et &001; Borzacchiello et-2003)
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2 Cancerogenesi del Papillomavirus nella insorgenzaeticancro
vescicale.

| Papillomavirus (PVs) sono una famiglia di viruscogeni a
DNA costituito da un doppio filamento ampiamentstmbuiti in
natura; sono virus strettamente specie-specifictha se sono stati
descritti particolari casi di trasmissione tra @pediverse (bovino-
cavallo).

Da sempre, i Papillomavirus bovini sono tra i viargsmali piu
studiati proprio per il loro potenziale legame twetra infezione
virale e neoplasie. Storicamente sono stati ideatifsei tipi di BPV
e classificati in due sottogruppi: il sottogruppqg @omprendente
BPV-1, BPV-2 e BPV-5 che sono comunemente defindime
Fibropapillomavirus, cioé virus che infettano Itepo ed Il
sottostante derma dando origine ai fibropapillonii ttogruppo B
comprendente BPV-3, BPV-4 e BPV-6, virus puramente
epiteliotropici che infettano I'epitelio ed indu@oia formazione di
veri e propri papillom{Campo, 2006).

| Papillomavirus sono stati recentemente riclasaiiide Villiers
et al., 2004)jn accordo con la nomenclatura dell'alfabeto greeo
cui BPV-3, BPV-4 e BPV-6 sono definiti come Xi-plgmavirus e

BPV-1 e BPV-2 come Delta-papillomavirus.
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Il genoma di BPV-5 sembra mostrare omologie sia X6PV
sia con Delta-P\(Bloch e Breen, 1998 sembra essere dotato anche
di un dualismo nel suo comportamento biologico aads
formazione sia di fibropapillomi che di papillonpiteliali (Bloch et
al., 1994) pertanto tali osservazioni hanno portato a rgifesire
BPV-5 come singolo membro virale, quale Epsilon-§&hus(de
Villers et al., 2004) Studi recenti hanno permesso di sequenziare |l
genoma completo di altri due BPV, piu precisamer®®V-7
classificato come membro appartenente ad un nuouppg di
papillomavirus non ancora designato e l'altro, R\B8 classificato
come membro del Epsilon-PV geni@gawa et al., 2007; Tomita et

al., 2007JFig.7).

BEW-T
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Fig. 7: Albero filogenetico e classificazione dei Papitlavirus bovini.
(da Hataet al., 2008)
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Recentemente sono stati comunque riportati 10rdifte tipi di
BVP (Hatama et al.,2009)infatti due nuovi BPV sono stati inseriti
nel gruppo dei Xi-papillomavirus, e, piu precisateenBPV-9 e
BPV-10 isolati da Hatama e collaboratori (2008) ides
papillomatose squamose dei capezzoli di bovini.

L'infezione da Delta-PV (fibropapillomavirus) portad una
iniziale trasformazione dei fibroblasti sub-ep#éli seguita da
acantosi plessiforme epiteliale e papillomatosintresl'infezione da
Xi-PV  (epiteliotropici) induce papillomi epiteliali senza
coinvolgimento dei fibroblas{larrett, 1985).

BPV-1 causa fibropapillomi del capezzolo e del pdBieVv-2 e
responsabile dei comuni papillomi cutanei e fibpoji@mi esofagei;
BPV-4 causa formazione di papillomi del tratto gsiupe
gastrointestinale, BPV-6 di papillomi dei capezzeli BPV-5 ¢é
responsabile di fibropapillomi a grani di riso avelio della

mammella(Campo, 2006]Tab. 1).
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Tab. 1- Localizzazioni delle principali lesioni in merito d gruppo
filogenetico di appartenenzgCampo, 2006)

A Papillomavirus: BPV-1: testa, capezzoli, pene
(fibropapillomi) BPV-2: testa, dorso
. S BPV-5: capezzoli, mammelle
¢ Papillomavirus: (misti) BPV-8: capezzoli, cute

BPV-3: dorso

BPV-4: tratto superiore Gl

Z Papillomavirus: (papilloma) BPV-6: capezzoli, mammelle
BPV-9: capezzoli

BPV-10: capezzoli

Nuovo genere: BPV-7: cute, capezzoli+

| papillomi del tratto superiore gastrointestinaidotti da BPV-4
possono verificarsi in tutti i siti del tratto sumee dell'apparato
gastroenterico, dalla lingua fino allo stomaco. Newvini sani i
papillomi risultano essere rari e normalmente migmno dopo
circa un anno dalla loro comparsa sebbene in stbgganuno-
iIncompetenti essi tendano a diffondersi. Nel cadmodini allo stato
brado, tale immunosoppressione assume un caraliten®nicita e
deriva dall'ingestione di sostanze immunosoppressontenute nella
felce presente nei pasc¢Campo, 2002; Borzacchiello et al., 2003)
Gli animali che sviluppano estese papillomatosil mghamo tratto
gastroenterico presentano difficoltd nella prensidegli alimenti e
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talvolta della respirazione; anche in casi lievi, gnimali sono,
comunque, esposti ad un alto rischio di svilupp&weme di
carcinoma a cellule squamose.

La correlazione tra fattori virali, immunologicihimici e la
progressione delle lesioni papillomatosiche vers@rmé
carcinomatose € stata descritta sia in condizioaiumali che
sperimentali (Jarrett et al.,, 1978; Campo et al., 1994nfatti,
animali infettati con BPV-4 ed alimentati con fieprivi di felce
sviluppano forme di papillomi che regredivano da@pca un anno;
al contrario, bovini alimentati con felce sviluppano papillomi con
elevato grado di diffusione attraverso I'oro- eafi@snge e che in

alcuni casi davano vita a forme maligne di carciaosguamoso

(Campo et al., 1994Recenti studi hanno ulteriormente confermato

una stretta relazione tra papillomavirus (BPV) eerigium
aquilinum: in particolare DNA di papillomavirus tp2 (BPV-2) é
stato riscontrato nel 69% dei tumori vescicali spentalmente
indotti ed nel circa il 50% dei dei tumori in comdini naturali
(Campo et al., 1992).

Come gia accennato, tale alto grado di associaZi@eancro
della vescica e BPV-2 ha suggerito che tale virigchy un

importante ruolo nella carcinogenesi a carico i tagano(Campo
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et al., 1992) ruolo che puod essere esaltato proprio dalla trayes di
felce aquilina(Campo et al., 1992)BPV-1/2 infetta |'epitelio della
vescica urinaria, forse a partenza da una infezidelle zone
paragenitali e/o diffondendo attraverso il san@C@&mpo et al., 1992,
Roperto et al., 2008k stabilendo un'infezione latente a livello
dell'urotelio. In bovini immunocompromessi, alinin con felce
aquilina, infatti, il virus non viene eliminato ‘&fezione latente puo
riattivarsi (Campo, 1997; 2003; Campo et al., 1994)DNA virale
presente a livello delle lesioni vescicali conseraa capacita
infettante ed e capace di iniziare un ciclo rephcaa livello di
tessuto cutaneo che, al contrario dell'uroteliajisiostra essere un
tessuto “permissivo” alla replicazione virale coevadenziato per la
prima volta da Olson nel 1965, tramite l'inocula®ocutanea di
estratti di tumori spontanei vescicali bovini chare® in grado di
riprodurre papillomi della cute.

E' quindi ampiamente accertato che BPV-2 € il papévirus
piu frequentemente coinvolto nelle neoplasie vedic{€Campo et al.,
1992; Borzacchiello et al., 2003 e 2007; Lioi et, &004; Balcos et
al., 2008; Borzacchiello e Roperto, 2008; Ropertoak, 2008)
BPV-1 e BPV-2 codificano tre oncoproteine, E5, 6 sebbene la

E5 sembra essere la proteina attualmente piu $sudhia quanto
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un‘alta percentuale di neoplasie vescicali del towesprime tale
proteina(Campo et al., 1992; Borzacchiello et al., 2003;s\doki et
al., 2005, 2006; Roperto et al., 2008)

In un recente studio, Somvanshi (2011) ha isdlgvapilloma
virus tipo | e tipo Il anche in bufali naturalmentdfetti da
intossicazione da felce aquilina.

Lo stesso autore in un altro lavoro ha correlatpresenza di
BPV-2 e di lesioni non-neoplastiche a carico dellacosa vescicale
in un gruppo di 236 animali comprendente 94 bogid42 bufali. In
particolare e stata evidenziata la presenza diresifliammatorie sia
acute che croniche in entrambe le specie; nel bsf@ho state isolate
forme di cistite follicolare e di iperplasia nodeda non riscontrate
nei bovini.

Nel 2012, Pathania ha invece isolato mediantetmea-PCR il
Dna del virus BPV-2 sia nelle urine che nelle lasidella mucosa
vescicale di bovini affetti da Ematuria Enzootinaaree naturalmente
infestate da felce aquilina.

Lo studio ha evidenziato inoltre una ridotta carigeale nei
campioni esaminanti e una similarita nel Dna dg#éiate isolato sia
nelle forme inflammatorie che neoplastiche.

Un successivo lavoro di ricerca ha sfruttato laosacenza del
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comportamento molecolare del papilloma virus pefolanulazione
di un vaccino costituito da una forma inattivata binary
ethyleniminee saponized cutaneous papilloma virus-2.

Il vaccino e stato utilizzato in bovini affetti dBEC e ha
determinato una riduzione del volume dei tumoriciesdi di questi
soggetti.

Chiaramente il lavoro rappresenta uno studio pioteecessita di
ulteriori approfondimenti per poter validare il tteanento

terapeutico.

2.1 BVP2_E5

L'E5 é una piccola proteina idrofobica transmemaria di tipo
Il costituita da 44 aminoacidi che risulta essespressa nei primi
stadi dell'infezione sia a livello del citoplasmelld cellule profonde
dell'epitelio (Anderson et al., 1997; Burnett et al., 1992; Chaig
al., 2001; Venuti et al.,, 2002¢he in quelle degli strati basali e
soprabasali dell'epitelio trasformagBorzacchiello et al., 2003)n
vitro, e stato dimostrato che, grazie alla suamaitdrofobica, E5 si
localizza a livello delle membrane del reticolo epldsmatico (RE),

e a livello dell'apparato del Golgi (AQBurkhardt et al., 1989;
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Pennie et al., 1993} E5 interagisce con la subunita ¢ della proteina
ductina 16k, una componente di gap junction dedamga vacuolare
H*-ATPase alterandone la sua funzione acidificante lutee dei
compartimenti intracellulaiGoldstein et al.,1991).

Nel 2011, il gruppo di ricerca di Corteggio e cbbaatori ha
validato l'associazione tra l'attivita oncogena gbepilloma virus
tipo I/l e la oncoproteina E5.

Gli autori hanno verificato l'alterazione nell'#sgsione della
proteina Connexin 43, presente a livello delle Giegmtions, neli
soggetti affetti da varie forme di carcinoma dekscica.

Successivamente nel 2013 Cota condusse uno studio
immunoistochimica su 37 animali affetti da EEC as#t@a a tumori
della vescica.

Nello studio € stata valutata I'espressione deflgtgine CK?7,
UPIII, D1 e p53 ed e stata verificata una elevatenunoreattivita
della proteina p53 nei carcinomi di stadio e gradevato,
confermando l'alta malignitd dei tumori vescicaksaciati alla

patologia.
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3 Esame clinico e diagnostica di laboratorio

3.1 Sintomatologia clinica e decorso

Come gia accennato in premessa, a seconda dellatitqua
assunta attraverso l'alimentazione ed in funziomt tg@mpo di
esposizione ed ingestione di tale pianta, la fetmpiilina e
responsabile, nei bovini, di una sindrome emoriagicuta o di una
forma ad andamento cronico.

La sindrome emorragica acuta € stata descrittaoiinb che
vengono alimentati con grandi quantita di felce perperiodo di
tempo da 1 a 3 mesi e si caratterizza per diatesrragica, anomalie
della coagulazione, grave soppressione midollace associata a
fenomeni di setticemia acut@umphreys, 1988; Osweiler et al.,
1986) Gli animali si presentano disidratati, con seeehedelle
mucose, occhi infossati e spenti, depressione @®daio, astenia,
febbre elevata (40,5° e 42 °C), stomatite e daarre

Frequenti sono i rilievi di una grave diatesi eragica che si
esprimono con epistassi, emorragie e/o soffusiopisckerali,
sottocutanee, enteriche e delle mucose esplorddumphreys,
1988) in taluni casi si puo assistere altresi alla cars@ di edema

localizzati a livello di giogaia e collo con eveakel interessamento
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laringeo responsabile di una sindrome dispnoica.

L'Ematuria Enzootica colpisce di solito bovini adulli eta
superiore ai 3 anni, sebbene la sua massima irmadenosserva
intorno ai 7-9 anni di eta.

Gli animali colpiti sono bovini utilizzati in alpgg, o0 in genere
liberi di pascolare in zone ricche Rieridium aquilinumLa malattia
non ha carattere stagionale sebbene le forme aountepiu frequenti
in tarda primavera in concomitanza della presemzgeianogli teneri
particolarmente appetibili; fenomeni di riacutizioare sono presenti
durante il periodo primavera-estate. Le razze tmlpsono
essenzialmente podoliche.

Di Particolare rilevanza clinica e la presenzaaldii animali
allevati nelle stesse aree interessate e che mostsandromi legate
all'ingestione di tale vegetale, quali la deficiardi tiamina in cavalli
e suini (Somogyi, 1971; Evans, 1976le neoplasie del canale
gastrointestinale nei ruminarfitvans, 1968; McKenzie, 1978; Smith
et al., 1988)ed, infine, la degenerazione della retina nellaope
(‘bright blindness").

La felce aquilina contiene infatti anche fattontigiamina, in
particolare undgiaminasi di tipo lin grado di separare la molecola di

tiamina nelle sue due strutture ad anello. Al andrdei ruminanti, i
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quali sono in grado di sintetizzare la tiamina, @himali
monogastrici richiedono la somministrazione esogeafia tale
aminoacido risultando particolarmente suscettibillazione delle
tiaminasi presenti nella dieta. | sintomi cliniceltintossicazione
sono essenzialmente di natura nervosa e sono |agdésioni
necrotiche bilaterali cerebrocortical(poliencefalomalacia dei
monogastrici) (Evans, 1976Per quanto attiene la degenerazione
della retina nella pecora (‘bright blindness')e tphtologia € stata
descritta nel lontano 1965 da Watson e collabarater osservarono
una grave stenosi vasale e progressiva atrofia defina, anomalie
sperimentalmente riprodotte mediante somministreezidi estratti
essiccati di felce.

Nei bovini con ematuria enzootica l'anamnesi pajma
prossima e recente indica la presenza di macroemattermittente
e di intensita variabile, proporzionale alla quiantli felce assunta
che, in genere si palesa dopo un periodo prodroasagdomatico di
alcuni mesi o annjHopkins, 1986)Infatti la malattia mostra periodi
di remissione clinica con apparente guarigione 'atethale,
nonostante la possibile presenza di microematuria.

Gli animali si presentano dimagriti fino a mantéee, nelle fasi

avanzate, un body condition score molto basso.
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L'animale in genere puo presentarsi meno reattivo,calo delle
produzioni e riduzione dell’appetito; le mucos@rasentano secche,
slavate e di colorito grigiastro o, nei casi piady bianco perlaceo
indicativo di un diverso grado di anemia; la cutamaelastica con
pelo irto ed opaco e, nei casi piu gravi, imbrat@itsangue a livello
vulvare e/o prepuziale; talvolta € possibile osserva presenza di
edemi sottocutanei localizzati nelle parti decl{arti, giogaia e
collo). Puo inoltre essere presente tachipnea ahisfagmia
proporzionale alla gravita dell’anemia. Nei casicin sia presente
uno stato febbrile, esso va in genere imputato @ksenza di una
concomitante pielonefrite e/o cistite; in tal casmoltre presente un
grave depressione del sensorio unitamente ad &teggti di falsa
cifosi causati dalla eventuale algia della regidoebare; non
infrequente € inoltre il rilievo di stranguria e llpahiuria con
presenza di micro-macroematuria. Nei casi piu Ismtanto la parte
di urina emessa alla fine della minzione si presetitun colorito
rosato 0 rosso scuro, mentre nei casi invetenatinék emessa si
presenta torbida e di colorito ematico con la preage talvolta, di
veri e propri coaguli.

L'esplorazione rettale, nei casi a decorso acuta) gsultare

negativa mentre nelle forme croniche e possibilpgra una parete
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vescicale ispessita di consistenza aumentata elt@hdolente
(cistite). Particolare attenzione deve essere paltdapalpazione di
entrambi i reni per escludere una eventuale preséngielonefriti o
idronefrosi, quest'ultima legata alla presenza disse tumorali in
prossimita del trigono vescicale, con conseguentelusione

ureterale.

3.2 Esami di laboratorio

Negli allevamenti ubicati nelle aree esposte alesenza di felce
e necessario effettuare I'analisi completa dellaeurin modo
sistematico non escludendo, gli animali in cui rompresente una
evidente ematuria; 'esame microscopico del sedimerseguito
dopo opportuna centrifugazione permette negli alimmealati la
visualizzazione di emazie, la cui concentrazione pariare fino a
concentrazioni di 250 x pL.

Di Loria e collaboratori nel 2012 hanno verificddopresenza di
ematuria con urine torbide di colorito marrone-toesdore ematico,
nella maggioranza dei soggetti esaminati. Le udegli animali
malati presentavano, inoltre un peso specifico mddiL024 e un pH

alcalino compreso tra 8 e 9.
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L'esame emocitometrico rileva la presenza di unanaa
normocromica normocitica inizialmente rigenerativagr poi
divenire ipo-arigenerativa; nei casi inveterati @sgbile osservare
altresi forme di anemia ipocromica e/o leucopenih mfine,
trombocitopenia; non infrequente e in oltre la prem di una
moderata eosinofilia.

Nei bovini colpiti pud essere di aiuto, anche ai flella diagnosi
differenziale e della prognosi, effettuare un pooématobiochimico
comprendente la funzionalita epato-renale (azoteomzatininemia,
glicemia, enzimi epatospecifici, assetto lipidiapyadro proteico
elettroforetico), nonché specifiche indagini paitaksgiche,
sierologiche ed emocoagulative (PT, APTT e fibreog). Nei
soggetti affetti € possibile rilevare una lieve ppminemia e
ipoalbunemia rispetto agli animali sani.

L'analisi del profilo coagulativo, in bovini affetda ematuria
enzootica, ha evidenziato PT (tempo di protromb&éAPTT ( tempo
di tromboplastina parziale attivata) normali mentre livelli
plasmatici di fibrinogeno, proteina S e proteinae@ttiva, risultano
aumentati in relazione al processo inflammatoranmo che viene a

istaurarsiDi Loria et al ,2012).
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4  Diagnostica per immagini delle basse vie urinarie@ bovino:

Le indagini strumentali collaterali sono di elevataportanza
nella diagnosi delle patologie delle vie urinariel dovino; in
particolare I'ecografia e I'endoscopia rappresemtduetecniche di
immagingindispensabili per poter fornire al medico vetariao un
rilievo diagnostico adeguato, nonché un quadro msetico e
terapeutico chiaro; esse inoltre risultano fondaalenegli animali

paucisintomatici e con sintomi ac(firanz, 2004).

4.1 Cenni di anatomia della regione pelvica

La cavita pelvica e delimitata dabdcino osseo”formato dal
sacro, dalle prime vertebre coccigee e dal osswicoelche si
incontrano ventralmente nella sinfisi pelvica.

L’'anello ossecé circoscritto e ricoperto dai muscoli dell’anca e
della groppa, che si estendono sulla superficisalere laterale della
pelvi.

La porzione distale della pelvi e delimitata velmente

dall’arcata ischiatica, mentre il limite dorsaldéfelisce nelle diverse
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specie.

All'interno del cavo pelvico e possibile riscongaft'ano, il retto,
e parte della vescica.

Nelle femmine inoltre possiamo riconoscere il cogmil’utero,
la cervice e la vagina;nel maschio la porzione ipaldell’uretra, i
deferenti e le ghiandole accessorie del glande.

La porzione craniale della pelvi € rivestita daitpaeo e quindi
tutti gli organi che vi sono alloggiati sono ricopeda tessuto
peritoneale.

In questa, la vescica € mantenuta in situ da elgenhenti laterali
e un legamento centrale (medianum) che contienegvegll’'uraco;
mentre l'utero e le ovaie sono sospese nella cavigdiante i
legamenti uterini (ligamentum latum uteri).

Nelle porzioni extraperitoneali della cavita pedid peritoneo si
invagina formando delle deflessioni che prendommihe di sfondati
pelvico-peritoneale (pelvic peritoneal poches). quasti ricordiamo
il pubo-vescicale, vescico-genitale e retto-geaital

La deflessione pubo-vescicale e divisa in due plattiegamento
medianum della vescica, mentre nel maschio vi econaunicazione
tra sfondati vescico-genitale e retto- genitale.

La porzione terminale della pelvi non e rivestita gkritoneo e

-52 -



quindi viene definita retro peritoneale ed e chiusatralmente dal
perineo.

Quest'ultimo e delimitato anteriormente dal diaframpelvico,
che e attraversato dall’ano e dal canale urogenitgaposteriormente
da diversi muscoli; tra questi ricordiamo: muscalello sfintere
anale esterno, muscolo dello sfintere uretrale,colusoccigei e

elevatori dell’'and Klaus, 2003).

4.1.1 \escica Urinaria

Come gia accennato, la vescica urinaria € un orgamnscolo-
membranoso impari che poggia sul pavimento dehloadiel bovino
presenta forma quasi cilindroide, e si estendeni@imente al pube
mentre, repleta € quasi totalmente addominale.

E, come noto, un serbatoio per I'urina che espallmomento
della minzione mediante contrazioni ritmiche.

E’ quasi impossibile valutarne I'esatta capacistofogica poichée
normalmente l'urina viene escreta quando la ves@ggiunge solo

un terzo della sua capacita di ritenzione; unoistsd cadavere ha

evidenziato che la capacita massima raggiungeuesgigvalori nelle
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diverse specie: 2-3 L nel cavallo, 3-4L nel Bovid00-120 ml nel
cane di media taglia.

Anatomicamente, nella vescica si distinguono Iei gaaniale o
fondo, che termina in avanti con 'apice, mediaogpo, e caudale o
collo, che si continua con l'uretra.

Vuota e contratta la vescica presenta superfaggmnzita e
consistente al tatto;inoltre appare poco voluminesaallungata
caudalmente.

Nel bovino l'apice € acuminato poiché le vestigi@l'draco
formano una punta ispessita; mentre posteriormeadtecollo
I'estremita caudale si restringe bruscamente.

La cavita della vescica e rivestita da una muceadiadp, bianco-
rosata o grigiastra, e fornita di pieghe irregotdme scompaiono con
la replezione.

Nei soggetti vecchi talora assume aspetto retieglaiché viene
sollevata da fasci ipertrofici della muscolatura.

Al limitare della regione del fondo, sulla facciarglale abbiamo
gli osti ureterici, mentre medialmente possiamorepgare |'ostio
interno dell’uretra; questi tre orifizi delimitanana struttura
particolare, il trigono vescicale, che nel bovin@resenta piu stretto

e corto rispetto alle altre specie.
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Esso inoltre presenta struttura diversa rispeteralgioni vicine
in quanto il connettivo sottomucoso € scarso, reetdr mucosa
appare piu sottile e priva di pieghe.

La parete vescicale mostra caratteristiche difteranseconda
della condizione: € molto piu sottile nello staioreplezione che in
quello di vacuita, e quindi il suo spessore pudavarda 2-3 mm a 1
cm e piu. Risulta costituita da tre tonache: siramuscolare e
mucosa.

La sierosa nei Ruminanti riveste quasi la totalgfi’'organo, non
giunge fino al fondo come nelle specie ad ubicaziaddominale
della vescica, e si presenta piu lassa per agevolarovimenti di
espansione e retrazione.

La tonaca muscolare risulta in cellule lisce, orgzate in fasci
disposti in tre strati di cui il superficiale epgtofondo longitudinali,
mentre il medio circolare.

Nella regione dell'apice i tre strati sono piu o noefusi e
assumono orientamento spiroide.

La tonaca mucosa € pallida e giallo-rosata. E’Inotate
sprovvista di ghiandole, tranne che nel trigono.

La vescica e tenuta in situ dalla continuita comdtra e da alcuni

legamenti.
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Il legamento vescicale medio va dall'apice delescica alla
cicatrice ombelicale.

| legamenti vescicali laterali, che originano dagtlareti laterali
del bacino e si portano ai lati della vescica, giieado le vestigia
dell’arteria ombelicale.

Legamento vescicale ventrale o legamento pubo-acasci che
connette il corpo e il fondo con la sinfisi pubica.

Nel bovino il legamento mediano € breve, mentregamenti
laterali si estendono fino a poca distanza daltem si presentano
piu ampi che negli equidi.

Nella parte retroperitoneale €& vincolata all’'ureramediante
connettivo infiltrato di grasso agli organi circasti.

| rapporti della vescica variano a seconda del staio di
riempimento:

nel maschio ha rapporti con le pliche urogenitéd, parte
terminale dei deferenti, le vescichette seminalipiostata e il retto
dorsalmente; in questo punto il peritoneo passatadia vescica al
retto delimita lo sfondato vescicorettale.

Nella femmina la vescica stabilisce dorsalmententatt con

utero e vagina; mentre il peritoneo passando dedica all'utero

forma lo sfondato vescicouterino.
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| vasi e i nervi hanno diversa provenienza. Lergteriginano
principalmente nel maschio dall’arteria prostaticella femmina
dall’arteria vaginale.

In entrambi i sessi rami accessori possono progedille
pudende e dalle ombelicali.

| vasi arteriosi formano una ricca rete perivedeiae irrora la
parete dell'organo e confluisce in una rete sotirsa.

Le vene costituiscono un plesso perivescicale cgsma quello
vescico prostatico nel maschio e uretrovaginalariemmina.

| linfatici formano come vene e arterie una rete shraccoglie in
un plesso, il quale parte dalla tonaca muscolateogdiendosi nel
plesso perivescicale dove emergono i collettorii fiafonodi iliaci.

| nervi derivano dal plesso pelvico (simpatico) alel branche
ventrali dei nervi sacrali (parasimpatico); essilistribuiscono sulla
superficie dell’organo formando una rete lassaadallale derivano
dei rami che si distribuiscono alla tonaca museolar

| nervi parasimpatici aumentano il tono della milstwa mentre

quelli simpatici lo abbassarfeelagalli,1999 (Fig.8).
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Fig.8: Organi pelvici dopo rimozione dell’arto pelviconstro, della meta

sinistra del bacino e della parete del’addome.

4.1.2 Uretra

L'uretra € un condotto muscolo-membranoso che fainratto
terminale delle vie urinarie per mezzo del qualeifia viene espulsa
dalla vescica verso I'esterno; nel maschio é andiizata per |l
trasporto dello sperma durante 'eiaculazione.

Ha lunghezza e caratteristiche diverse nei duei.sHg$ toro
presenta calibro piuttosto ridotto soprattutto ingsimita del meato

uretrale esterno, nella femmina € lunga circa 1@#iR2e presenta
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pareti distensibili che permettono l'utilizzo dirste per tecniche

diagnostico-terapeutic®elagalli,1999.

4.1.3 L'uretra nel maschio:

Nel maschio l'uretra inizia dal collo della vescican il meato
uretrale interno, procede caudalmente sul pavime®ia pelvi,
percorre tutto il pene fino a terminare nell’estit@mlibera di
guest'organo.

Data la sua lunghezza si puo distinguere nellaipoezpelvica e
peniena.

La porzione pelvica e il tratto collocato sul pagmo del bacino
ed ha rapporti dorsalmente con retto e prostatatralenente con i
muscoli otturatori interni.

Per buona parte e avvolta dal muscolo uretralermina sulla
superficie del glande col meato uretrale esterno.

Sulla volta della porzione pelvica, caudalmentenahto uretrale
interno, si solleva il collicolo seminale, rilievavoidale al cui apice
Si puo trovare I'apertura dell'utero mascolino, tigie del dotto di
Muller.

A ciascun lato di questo si aprono i condotti elaiui derivanti
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dalla confluenza del dotto deferente e della véstia seminale,
ancora piu lateralmente si aprono i dotti prosiatic

Nel toro il collicolo seminale e alto e stretto,cagliendo lo
sbocco del dotto deferente e della vescichetta rede)i mentre
manca l'utero mascolino.

Nel maschio, 'uretra e irrorata dalle arterie patisa, pudenda
interna e dorsale del pene.

Le vene formano un plesso sottomucoso e sboccanplessi
pudendo, vescicoprostatico e nelle vene profontipates.

| linfatici sono tributari dei linfonodi iliaci e ebli inguinali;
mentre l'innervazione deriva da branche dei newdgndo, e dal

plesso prostatico e cavernoso del geetagalli,1999.

4.1.4 L'Uretra nella femmina:

Nella femmina l'uretra € breve e posta sul paviroatdl bacino.
Essa prolunga caudalmente il collo della vescigaesnde rapporti
dorsalmente con la vagina.

Il suo tratto caudale e ricoperto ventralmenteterémente dal
muscolo uretrale.

Si apre all’esterno con l'ostio uretrale estern@ ctel bovino
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appare come fessura trasversale, che sbocca aedie plel vestibolo
della vagina. (Fig.9)

Nel bovino ad 1/2 cm dall’ostio esterno la paretentvale
dell’uretra mostra il diverticolo sub-uretrale, degsione profonda 2-
3cm che occorre evitare quando si effettua caseterivescicale.

La parete delluretra femminile €& costituita da utenaca
muscolare e una mucosa.

La muscolare presenta uno strato longitudinalermste uno
circolare profondo, che non é altro che I'esparsidello sfintere
vescicale.

La mucosa e relativamente ispessita e pallida,esepta sulla
faccia dorsale la cresta uretrale.

La sua tonaca propria € ricca di fibre elastichefomita di
numerosi vasi, i piu grossi dei quali danno luofia, la mucosa
propriamente detta e la muscolare, ad uno stratereaso, che
diventa piu spesso man mano che ci si avvicinasdld esterno.

La vascolarizzazione dell'uretra nella femmina &uwta a rami
dell’arteria vaginale e vescicale caudale; le veoeo tributarie dei
plessi pudendo e vescicovaginale.

| linfatici si portano ai linfonodi ipogastrici, idci esterni e
inguinali.
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Linnervazione € operata da branche del nervo pdmlemlel
plesso ipogastrico e uretrovaginale.

La struttura dell’'uretra si presenta simile in antbi i sessi , e
permette di distinguere una tunica mucosa, sottosajanuscolare e
avventizia.

La tunica mucosa € costituita nei ruminati da dpiteli
transizione che diviene stratificato in prossind&l meato uretrale
esterno.

La sottomucosa presenta discreto sviluppo e aecagli ricco
plesso venoso, mentre la tunica avventizia si ptaseostituita
principalmente da tessuto connettivo.

Tutta I'uretra, ad eccezione di un breve trattospimale e della
zona distale, e avvolta da una lamina di tessutecolare striato che
forma i muscoli uretrale e bulbo cavernoso.

A differenza del maschio nella femmina la tunicasoolare
striata e in parte fusa con quella della vagina.

Nel maschio, |l muscolo uretrale, composto da efibr
longitudinali e trasversali interessa l'uretra pedy e le ghiandole
bulbo uretrali, partecipando all'espulsione delha; nella femmina,
ricopre il tratto caudale del condotto e il suoedticolo, svolgendo le

stesse funzioni del maschio.
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Questo muscolo e ben sviluppato in questa spesiepeesenta
dorsalmente sostituito da una spessa lamina fibehsasi continua

latero-ventralmente con una sottile aponeuf®slagalli,1999.

ostio uretrale est.

Fig 9 Apparato genitale femminile e veduta del measdrale esterno
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4.2 L'esame ecografico delle vie urinarie del bovino

L'esame ecografico delle vie urinarie del bovinare indagine
collaterale di notevole importanza, come ausiliti@same fisico
diretto e degli esami di laboratorio.

Le patologie a carico dellapparato urinario présea una
minore incidenza rispetto alle alterazioni gasttegohe e della sfera
riproduttiva; per tale motivo esse sfuggono al mms&cimento
immediato da parte del clinico e di conseguenzass@uo essere
sottostimate o addirittura trascuréiédoeck, 2009)

La semplicita di esecuzione e il costo contenutdlede
apparecchiature fanno dell’ecografia una delleitdenprincipe per
lo studio dell’apparato urinario in tali ruminanti.

L' esame ecografico pud essere eseguito per visdtdanea nei
soggetti molto piccoli (vitelli, puledri),  mentr& richiesto
I'approccio transrettale per gli adfloeck-2009).

La vescica, come gia accennato in precedenzaoea tnella
regione pelvica ma puo estendersi in posizioneaditominale se
piena e distesa; € un organo cavo che diventa nfante

visualizzabile quando repleto del suo contrasto unas,
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rappresentato dall’'urina; inoltre il ballottamenkella stessa permette
di visualizzare materiale libero come calcoli ostali di fibrina, che
posso creare anche artefatti.

Per la scansione transcutanea € necessario, comke fadire
specie, esequire la tricotomia del pelo e la tezione della cute.

Le sonde utilizzate per lo studio della vescicaspos essere
lineari o convex, con frequenza di 5.0 MHz; in Nitenolto piccoli e
possibile utilizzare sonde di frequenza piu eleyada ottenere una
migliore risoluzione.

Per la visualizzazione dell’uretra si utilizzanende lineari di
frequenza tra 10/15 MHz, ponendosi sulla linea anegitra scroto e
orifizio del prepuzigFloeck-2009).

Lo studio ecografico degli ureteri € sempre indicguando
all’esplorazione rettale si avverte una sovradstere degli stessi.

Dal punto di vista ecografico la rottura degliteree un evento
di difficile visualizzazione; e perdo sempre podsibiconoscere segni
ecografici indiretti come [Il'accumulo di urina nellspazio
retroperitoneale o il coinvolgimento dei reni corteazione
dell’ecostruttura degli stessi.

Per eseguire un corretto esame transrettale nelidadulto sono

necessari un adeguato contenimento fisico dell'al@mpulizia del
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retto dal materiale fecale e un buon riempimentiadesscica. Le
sonde vengono generalmente protette con involucsildtone o
plastica, e adeguatamente lubrificate.

In sede di esame vengono eseguite scansioni |oinggtu e
trasversali volte a visualizzare il fondo, il corgoil collo della
vescica (Fig.10- Fig.11), il trigono vescicale, j@t ureterale, le
caratteristiche anatomiche dell'uretra e degli enietnonché i
rapporti anatomo-topografici con gli organi vicini

Di rilevanza € anche la misurazione dello spesdeta parete
vescicale che varia con il grado di rimpimento aletessgNyland
and Mattoon, 1995; Hoque, 2001).

La vescica appare come una struttura ovoidale teggde
allungata con parete liscia ed ecogena. Generadmg&npresenta
repleta da urina che appare come un liquido anascogo
ipoecogeno. La sua mucosa e muscolare possone essaalizzate
come strutture separate mediante l'utilizzo di soratl elevata
frequenza. Molto spesso la visualizzazione deldom puo essere
disturbata dal gas presente nel grosso intestino.

L'uretra invece appare come una piccola struttatandeggiante
con parete liscia ed ecogena, le cui pareti possbsiendersi e

collabire al passaggio dell’'urina; il lume ure¢ralppare anecogeno.
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Fig.11:Scansione ecografica longitudinale di una vesgidevino sano.
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Normalmente gli ureteri non sono visualizzabili'edbgrafia
bidimensionale a meno che non vi siano processolggiti in
atto(Braun-1993).

L'esame ecografico delle vie urinare € sempre gtdicin
presenza di segni clinici legati ad una alteratazione.

Lo studio ecografico di vescica e uretra deve essampre
completato con I' esame dei reni al fine di esctad@rocessi
patologici anche a carico di questi ultimi, qualielpnefriti e
idronefrosi(Floeck-2009).

Le condizioni patologiche che si riscontrano conggiar
frequenza sono le calcolosi uretrali e vescicali.

Le prime possono associarsi a minzione diffica@tos
caratterizzata da stranguria e pollachiuria, blodotale della
minzione in caso di ostruzione uretrale complatanzione di urina
e atteggiamenti antalgici (calci al’'addome,movitdrequenti della
coda e degli arti, irrequietezza, ripetuti temviati minzione); nei
casi estremi I'abnorme distensione della vescica poandurre a
rottura della stessa.

| calcoli vescicali sono invece associati a sedginia di cistite,

con minzione frequente.
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Questi ultimi appaiono come strutture iperecogeseegalmente
di forma irregolare, che creano coni dombra paster
frequentemente sono multipli, di dimensione vahabi possono
associarsi ad ispessimento della mucosa vescicae yn
concomitante processo inflammatorio (cistite crahic

| calcoli uretrali possono invece distribuirsi lungutta l'uretra,
ma piu frequentemente e possibile ritrovarli allivelella flessura
sigmoidea e possono associarsi a uroperitoneo sprdssione
generata dal blocco urinario € stata tale da causattura della
vescicgRadostits et al, 2007).

La diagnosi di uroperitoneo viene effettuata cestdd la
presenza di liquido libero anaecogeno in addomedgtermina la
fluttuazione degli organi addominali;la vescica agpvuota o con
pareti collabite, oppure paucidistesa per la presedi fibrina a
livello della lesione, che riduce la fuoriuscitalldeina; il prelievo
mediante paracentesi del liquido presente in addoomderma il
sospetto ecografico di uroperiton@teef VB,1998).

Nei soggetti giovani € possibile evidenziare difebngeniti
come l'uraco pervio, atresia uretrale, ipoplasiaisplasia renale
Radostits, 2007).

Nei processi infiammatori vescicali e possibile ergare
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ispessimento focale o diffuso della parete.

Il contenuto della vescica pu0 presentarsi anag@pgcon
presenza di echi mobili di piccole dimensionicontphtcon coaguli
sanguigni o fibrina, mentre le raccolte notevolsdngue o pus danno
origine ad aree di sedimento iperecogeno a livaitiia zona cranio-
ventrale del viscere. Nelle forme croniche si passinoltre rilevare
aspetti di tipo proliferativo, circoscritti o diffif con margini
irregolari  fino a simulare forme vegetanti pseudo-
neoplastich@loeck, 2009). Negli animali affetti da neoplasie
vescicali e possibile rilevare la presenza di oisia carattere
vegetante, oppure infiltranti o miste. Le lesiomigetanti papillari
superficiali si presentano come neoformazioni enegeche
protrudono nel lume vescicale, sprovviste di colmntbra, in cui la
parete vescicale a livello della base di impianéb peduncolo, si
presenta come una linea iperecogena continua dareghe forme
sessili si distinguono per una larga base di intpiamentre il
peduncolo vascolare puo essere, nei casi piu atlatdentificato
mediante [I'impiego del color-doppler. Le forme iw@nti
determinano un’alterazione dell’ecostruttura delfmarete con
interruzione della linea iperecogena e, quindingearsa della nette

demarcazione tra lesione e parete.
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4.3 Cistoscopia

L'endoscopia(dalgreémdon’interno"eoxonn skopé&'osservazione")
permette di visualizzare gli orgarddll'interno” con modalita “true-to-
life”.

Questa costituisce un mezzo diagnostico ausiliar@iovalidato
in tutte le specie; é infatti una tecnica di usotiraario nell’'uomo e
negli animali d’affezione, mentre € meno utilizzatgli animali da
reddito, dove trova applicazione soprattutto perdiagnosi di
patologia a carico dell’apparato riproduttore, lmotore e urinario.

Le prime indicazioni delluso dell'endoscopia nelovino
risalgono a Liess nel 1936, il quale forni lineeidg per
I'applicazione di questa tecnica, e in particolpex 'utilizzo della
cistoscopia.

Precedentemente Smith (1925) aveva condotto urthostulla
diagnosi endoscopica dei tumori e delle lesiontudsercolosi degli
ureteri del bovino.

Molto piu tardi, Wallace et al. (1990) e Hejny (By%hanno
stabilito che I'indicazione piu importante per kudella cistoscopia
nel bovino fosse la diagnosi di cistite, polipieoplasia della vescica

urinaria, in quanto a differenza dell’ecografia rpetteva una
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visualizzazione diretta della mucosa vescicale.

Per poter mettere in atto la tecnica ci si puo Ereadell’'uso di
endoscopi rigidi o flessibili; in letteratura € dago l'uso di
endoscopi rigidi generalmente di 40 cm di lungheezdmm di
diametro con fibra ottica di 70° per la visualizoaz delle basse vie
urinarie(Hejny, 1995).

Per eseguire la cistoscopia € necessario il conésto fisico
dell’animale che puo essere supportato da quetibdeologico se
non sufficiente; € inoltre necessaria la disinfegiodell’area
urogenitale, e per la vescica e possibile, ai deil’esecuzione di
prelievi bioptici o per meglio visualizzare la mgey eseguire
lavaggi con soluzioni disinfettanti e antibiotate.

Franz e collaboratori (2004) hanno validato I@dtilita della
tecnica endoscopica nelle patologie vescicali dglrio come ausilio
dellesame fisico, delle indagini di laboratoriodell’ esame delle
urine.

Lo studio e stato eseguito su 23 vacche di razzargh, con
sospetto anamnestico di patologia dell’apparatoauio.

| soggetti sono stati sottoposti ad esame fisinalisi delle urine,
esami ematologici e biochimici, nonché esame erujnso.

Gli autori hanno correlato le caratteristiche fi@cdelle urine
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allaspetto della mucosa vescicale osservata epgasimente,
inoltre hanno confermato il quadro endoscopico resse attraverso
la valutazione post-mortem della mucosa vescicale.

La vescica urinaria delle bovine sane mostra sigierfiscia e
scintillante,il colore varia da bianco a giallo,ncrama vascolare
poco accentuata; a seconda del grado di replezéormossibile
visualizzare un numero variabile di piedlkeéanz, 2004).

Se la superficie & priva di alterazioni € possibilsualizzare
mediante endoscopia anche gli ureteri, che appaiom@ sbocchi di
calibro ridotto sulla superficie dorsale dellorgann una area
definita ureterales columnae. A livello dello sboalegli ureteri e
possibile osservare urina di colore giallo-chiararfuscire da essi.

Nei processi inflammatori e neoplastici la mucossscicale
appare alterata al pari delle urine prodotte.

Infatti nelle cistiti catarrali la mucosa é di uolare rosa pallido,
con aumento del calibro e del numero di vasi sslliperficie, che
non appare piu liscia ma opaca e vellutata peretie sottostante;
inoltre I'urina che ne deriva si presenta gialldotda senza coaguli 0
fibrina, ed essendo un processo catarrale e plessilsualizzare
filamenti di muco(Franz, 2004).

Le cistiti emorragiche sono invece caratterizzaealorito rosso
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della mucosa, che si presenta anche in questoogesa, ma i vasi
assumo calibro ancora maggiore formando una relistinta sulla
superficie dell’organo; e possibile riconosceregutiae filamenti di

fibrina. Lurina si presenta rosso torbida con adagli sangue
(Franz, 2004).

Nelle cistiti fibrinoso-purulente la mucosa appangaca e di
aspetto bozzellato, si notano accumuli di fibrinfustoli di pus, il
colore puo variare dal giallo all’arancio. L'urimaquesta condizione
patologica € di colore giallo carico, torbida cdarhenti di fibrina.

In alcuni processi patologici € possibile individeidorme miste
fibrino-emorragiche in cui I'aspetto delle cisfitbrinoso-purulente si
associa a imponente emorrafftaanz-2004).

L'urina € di colore rossastro per presenza di sangua sono
evidenti anche filamenti di fibrina.

In corso di ematuria enzootica cronica la mucosiéodgano
appare ispessita, ripiegata su se stessa, di toolpiallastro, e con
trama vascolare accentuata; si osservano comunenfecblai
emorragici di varie dimensioni soprattutto a lieeltel trigono
vescicale o delle pareti, accompagnanti da lessomlacca o a
“cavolfiore” protese verso il lume vescicale. Iinnel lume

dell’organo € di facile rilievo la presenza di cohgalvolta di grandi
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dimensioni fino ad una piccola noce.

Generalmente in campo possono essere effettualiepre
bioptici, provenienti da fondo, collo e trigono eeEsle che posti in
formalina e/o azoto liquido, possono essere u#tizper eseguire
indagini istopatologiche, immunoistochimiche e diaghostica
molecolare.

La tecnica cistoscopica ha inoltre il vantaggiopdter essere
impiegata per scopi terapeutici diretti come ad ngse
I'asportazione di calcoli dalla vescica o uretra, resezione di

neoplasie, lavaggi disinfettanti e antibiotati.
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5 Reperti istologici e quadro necroscopico

Negli animali affetti da EEC I'esame post-mortegila carcassa
rivela la presenza di un pallore diffuso assocatain ispessimento della
parete vescicale con focolai emorragici puntiformicircoscritti, di
colore rosso o nerastro e/o ulcerata. L'esame wak levidenzia la
presenza di proliferazioni pisiformi o peduncoléecui dimensioni e
localizzazioni variano ampiamente, localizzati ivedse aree della
mucosa vescicale arrivando talvolta anche a colpiiatera

superficie.(Fig.12)

Figl2: Sezione necroscopica di una vescica di bovinettaffda EEC: la mucosa
appare ispessita ed irregolare, Sono evidenti fembiperemici ed emorragici.
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Nei casi senza complicazioni gli altri distretélithpparato urinario
appaiono apparentemente integri, sebbene talvoftassibile anche a
livello di ureteri e nella pelvi renale riscontrareanaloghe forme
proliferative. L'esame istologico mette in evidenzaina
ipervascolarizzazione, emorragie intramurali e atiptto, neoplasie di
diversa istogenesi, sia mesenchimale che epitelgali papillomi,
neoplasie papillari a basso grado di malignita (BMR), carcinoma in
situ, emangioma, emangiosarcoma, talvolta anchlerivaassociati. Non
infrequente e l'osservazione di metastasi a livediblinfonodi iliaci o ai
polmoni a partenza soprattutto da tumori epiteliadiligni (Jubb KVF,
Kennedy PV, Palmer N, 1993).

| pattern istologici dei tumori uroteliali sono stalassificati in
accordo alla classificazione morfologica dei tummoteliali umani del
2004 della World Health Organization (WH@pstein et al., 2004;
Lopez-Beltran et al.,, 2004; Lopez-Beltran e Montir@004; Reuter
2004; Fine et al., 2005 Montironi e Lopez- Belti2005)Tab.2).

Sulla base dei pattern morfologici di crescita dii theoplasie
uroteliali e di lesioni uroteliali che vengono cwmeate simil-
neoplastiche, sono state identificate quattro categstologiche: lesioni

piatte, lesioni di aspetto esofitico o papillaesibni endofitiche.
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Le lesioni piatte comprendono liperplasia urotelial'atipia
reattiva,la displasia uroteliale ed il carcinomaitu

L'iperplasia uroteliale consiste in un ispessimentaarcato
dell'urotelio senza che pero siano presenti caistithe citologiche di
atipie; in medicina umana esistono opinioni diseotd riguardo la
potenziale evoluzione maligna di tale lesione, ansk € importante
notare che nel bovino sono state descritte al@magienetiche a livello
di epitelio iperplastico sia adiacente a neoplabe adiacente ad urotelio
normale(Crawford, 2008; Majewski et al., 2008; Mitra e €p2009)

L'atipia reattiva € una lesione che ricorre gemeeate in presenza di
infammazione acuta o0 cronica o coesiste insiemdisplasia o a
carcinoman situ (CIS).

La displasia uroteliale mostra caratteristichelegiche che possono
essere interpretate come preneoplastiche e spesgresente in
concomitanza di neoplasie uroteliali, ma pu0d oaimente
presentarsi anche in assenza di neoplasie.

Il carcinomain situneoplasia intrauroteliale di alto grado) € una
neoplasia piatta caratterizzata da cellule con estidcaratteristiche
citologiche di malignita.

Le lesioni uroteliali esofitiche (papillarigomprendono l'iperplasia

uroteliale papillare, il papilloma, le neoplasieotaliali a basso

-78 -



potenziale di malignita (PUNLMP) ed i carcinomi telali papillari a
basso e ad alto grado di malignita. L'iperplasiataliale papillare e
caratterizzata da urotelio di aspetto ondulato miezato in pliche strette
di altezza varia; tale lesione puo presentarsataob associata a tumori
papillari.

Nell'uomo sono state riportate alterazioni genetickuggerendo che
tale lesione potrebbe costituire un precursore @bptasia uroteliale
(Chow et al., 2000).

Il papilloma €& una neoplasia costituita da un alic asse
fibrovascolare ricoperto da urotelio indistinguédiall'urotelio normale
sia nella polarita che negli strati di cellule; miesentano raramente
isolati e piu spesso sono presenti insieme a nsieplanaligne. La
neoplasia uroteliale a basso potenziale di mahg(RUNLMP) e un
tumore uroteliale papillare somigliante ad un pamia uroteliale
esofitico, ma e caratterizzato da una aumentatifgrexzione cellulare
che supera il normale spessore dell'urotelio na@mal

Il carcinoma uroteliale papillare di basso grado ndalignita e
caratterizzato da fronde papillari di urotelio aygrdemente ordinato, ma
tali tumori mostrano disordine architettonico edipiat nucleare

facilmente riconoscibili.
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Il carcinoma papillare di alto grado di malignitec@ratterizzato da
fronde papillari uroteliali aventi crescita disordia e da moderata fino a
marcata atipia citologica e morfologica.

Le lesioni uroteliali con aspetto endofitico coepdono il
papilloma uroteliale a crescita di tipo ‘invertited il carcinoma
uroteliale con pattern di crescita invertito.

Il carcinoma uroteliale invasivo € una neoplasiateliale che invade
la membrana basale; sono presenti nidi, clustessngole cellule a
livello della lamina propria o, meno frequentementella muscolaris
mucosae. La maggior parte di questi tumori sonaalth grado di
malignita, ma i carcinomi invasivi risultano esseneno comuni delle
neoplasie papillari.

Diverse varianti istologiche di carcinoma infilttansono state
osservate nel bovino, in particolare, carcinomaaliadi contenenti foci
di metaplasia squamosa o ghiandolare, carcinomdisionomia a nidi,
microcistica, micropapillare ed infine il carcinam variante
sarcomatoide.

Le neoplasie mesenchimali sono di origine prevaleente
endoteliale. L'esame istologico permette di classili in due categorie:
gli emangiomi,gli emangiosarcomi e gli emangioeetiomi, tumori

intermedi tra emangiomi ed emangiosarcomi.
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Inoltre, nel 2012 Pires et al hanno riscontratoptasenza di un
emangiosarcoma epiteloide, una neoplasia maligrecolare, nella

vescica di 4 bovini affetti da Ematuria Enzootica.
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Tab. 2 - Classificazione morfologica dei tumori uroteliatb\bni in accordo con la

classificazione morfologica dei

Lesioni uroteliali piatte non invasive
(assenza di atipia cellulare)

Iperplasia piatta

Lesioni esofitiche (papillari)
uroteliali

Iperplasia papillare

Papilloma

potenziale malignita)

malignita

Carcinoma papillare ad alto grado @
malignita

Neoplasie uroteliali invasive

PULNMP (lesione uroteliale a basso

Carcinoma papillare a basso grado (di

tumori
Organization (WHO), Roperto et al. 2009).

Carcinoma uroteliale invasivo a bas
grado

Carcinoma uroteliale invasivo ad alt
grado

50

Lesioni proliferative benigne di tipo
ghiandolare

Cistite ghiandolare

Cistite cistica

Nidi di von Brunn

urotelialimani

2004, World Health

Lesioni uroteliali piatte non invasive
(presenza di atipia cellulare)

Atipia reattiva

Atipia di significato sconosciuto

Displasia (basso grado di neoplasia
intrauroteliale)

D

Carcinoman situ(alto grado di neoplasi
intraurotelide)

Lesioni uroteliali endofitiche

Papilloma uroteliale invertito

Neoplasie uroteliali a pattern di crescita
invertito

Varianti istologiche di carcinoma
uroteliale

Carcinoma uroteliale con metaplasial
sguamosa

Carcinoma uroteliale con metaplaia
ghiandolare

Carcinoma uroteliale variante nested

Carcinoma uroteliale variante
sarcomatoide

Carcinoma uroteliale variante micro
cistica
Carcinoma uroteliale variante micro
papillare
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6 Emostasi e funzione endoteliale in animali affetiila EEC.

Il sistema emostatico viene oggi rappresentato com@sieme di
attivita collegate atte a preservare lintegritalladecircolazione
sanguigna. In circostanze normali I'emostasi elatgon modo tale da
promuovere la fluidita del sangue; inoltre, € capat indurre la
coagulazione del sangue nelle sedi di danno vasgahfine di arrestare
la fuoriuscita del flusso ematico dal letto vasadmi volta che l'integrita
dei vasi e danneggiata. | principali componenti slstema emostatico
comprendono la parete vasale, le proteine plashst{€attori della
coagulazione e i fattori fibrinolitici) e la compemte cellulare ematica,
rappresentata principalmente dalle piastrine.

Tali componenti svolgono la loro azione in modo lettivo,
interagendo e costituendo cosi il sistema regaaletl'emostasi.

La parete vasale e costituita da un monostratceltlile endoteliali
che delimitano la superficie dellintero albero colatorio,
rappresentando l'unico tipo cellulare con cui leae® entrano in
contatto in condizioni normali. Nell'uomo la suped endoteliale di un
soggetto adulto & composta da circa 1-6x*30cellule, che pesano
approssimativamente 1 Kg e che potrebbero copnra superficie
equivalente a circa sei campi da tenf@ses et al., 1998; Henderson,

1991).
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Fino a qualche decennio fa, le cellule endotebadino considerate
semplicemente delle barriere per il flusso emaag@ndo solamente con
un meccanismo passivo, come se dovessero solo tirevesd
impermeabilizzare il letto vascolare. Le modermmenche in tale campo
ci permettono oggi di considerare I'endotelio cameorgano dinamico
con complesse capacita metaboliche, quali il ciiotoella permeabilita
vascolare, il trasporto ai tessuti di sostanzeientir e di molecole
biologicamente attive, la mediazione delle intevazicellula-cellula e
cellula-matrice all'interno della parete vasale, nediazione delle
interazioni tra le cellule ematiche, la mediaziodella risposta
inflammatoria e dell'angiogenesi.

L'endotelio € anche un regolatore dellemost@ai e Thiagarajan,
1996; Schafer, 1997kssendo esso provvisto di un ampio repertorio di
attivita, le quali ne permettono la trasformaziatee potente superficie
antitrombotica a protrombotica. Tali fenomeni nanvsrificano in
maniera uniforme; difatti in tutto l'albero circtdaio, e persino
nellambito di un singolo organo, vi € una marca&i@rogeneita
nell'espressione fenotipica delle cellule enddielRisau, 1995).

Questa eterogeneita sembra essere determinata fa#tati genetici
che ambientali. Solitamente la conversione in semmostatico della

parete vasale e scatenata da un danno meccanaltagtidazione delle
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cellule endoteliali da parte di citochine, endotoss forze
emodinamiche e stimoli ipossici. Si tratta quindiid sistema in cui vige
un equilibrio tra forze protrombotiche e forze #@mwtnbotiche, che
rientra nel concetto di bilancia emostatica endamtl Diversi
meccanismi antitrombotici fisiologici agiscono dincerto per prevenire
la coagulazione in condizioni normali. L'attivitétimale di ciascuno dei
sistemi anticoagulanti dipende dall'integrita eeliotelio vascolare.
Molti fattori prodotti dall’endotelio, quali l'amtombina, il sistema
proteina C/proteina S/trombomodulina e l'inibitalella via del fattore
tissutale (TFPI), agiscono in diversi punti dellaascata della
coagulazione per ridurre l'accumulo di fibrina aullsuperficie
endoteliale. La fibrina che si genera nonostanteestgu difese
anticoagulanti, viene poi degradata dal sistemainflitico. La
trombomodulina (TM) e un proteoglicano di membraamd azione
anticoagulante, presente sulla superficie di tigtteellule dell’'endotelio
vasale (Bourin et al., 1990).Questa molecola possiede una elevata
affinita nei confronti della trombina ed e propriattraverso la
formazione del complesso TM-trombina che tale fattendoteliale
esplica la propria attivitda anticoagulante (Esmobale 1981). Infatti, la
formazione del suddetto complesso attiva la prately la quale in

presenza della proteina S inibisce i fattori V ellViappartenenti
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rispettivamente alla via comune ed intrinseca daagulazione. La TM
accellera inoltre il processo di neutralizzaziomfiadtrombina da parte
dellATIIl (azione eparin-like) e interagisce confattore IV (calcio),
essenziale nel processo della coagulazione. Labimamfissata sulla
trombomodulina € incapace di attivare altri fattwoime il fibrinogeno,
sul quale la trombina stessa svolge un'attivitéotemlitica,
determinandone la trasformazione in fibrina. Qugstoteoglicano e
costituito da tre porzioni: una piccola porziondracitoplasmatica
implicata in  meccanismi di endocitosi, una catenartac
intramembranaria idrofoba e una catena lunga extmamnanaria,
costituita da sostanze quali il condroitin-solfasponsabile dell'azione
eparin-like, essenziale per l'azione antitrombotieda trombomodulina
(Esmon et al., 1995).

E' infatti a livello di questa porzione che avvidingerazione con le
varie molecole, quali la trombina, il fattore prasto IV della
coagulazione, alcune proteine specifiche dei goamiul eosinofili.
Queste proteine dei granulociti eosinofili inimso I'azione della
trombomodulina, e tale rilievo spiegherebbe comearso di sindromi
ipereosinofiliche si possano manifestare dei femom&ombotici
(Slungaard et al., 1993)a TM viene espressa anche dalle cellule di

tumori maligni linfovascolari, di carcinomi squanedlalari esofagel,
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carcinomi epatocellulari, polmonari, e puo esséilezzata come marker
ai fini della diagnosi differenziale fra diverspitidi tumori (Appleton et
al., 1996) Si é visto inoltre che una diminuzione della pzidne di
trombomodulina da parte di queste cellule, si dasowlto spesso alla
presenza di metastasi. Infatti, le cellule tumodie si distaccano,
migrano attraverso i vasi sanguigni e riesconodstiege in un altro sito
grazie alla formazione di ponti di fibrina. La trbomodulina attraverso
la sua azione anticoagulante impedirebbe la foromezdi questi ponti e
limiterebbe l'invasione metastatica delle celluimorali (Suehiro et al.,
1995).

La proteina C e una glicoproteina plasmatica sie#ata dal fegato,
composta da una catena leggera ed una pesanteoE.imogeno di
serino-proteasi, la cui sintesi & vitamina K-dipeme. Per svolgere la
sua azione inibitoria la proteina C deve essereaddt dalla trombina,
attraverso |l clivaggio di un ponte Arg 169-LeuOli7ella sua catena
pesante (Esmon, 1993) L'attivazione trombino-indotta si verifica
fisiologicamente sulla trombomodulina(Sadler, 1997) La TM
rappresenta il recettore della trombina: quandwoliabina si lega a tale
recettore, essa modifica la sua affinita di sulbstrénormalmente
rappresentato dal fibrinogeno, fattore XIll, fagovlll, fattore V) ed

attiva la proteina C, innescando la via della anagulazione controllata
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da tale serino-proteasi. La trombina da sola éradag di attivare la
proteina C, ma tale attivazione si verifica 20.0@0te piu velocemente
se mediata dalla TM. La TM deve quindi il suo noatla capacita di
modulare [l'attivitd della trombina da pro ad amagulante. La
trombomodulina esercita, quindi, una funzione &mibotica, sia
legando la trombina, e quindi rimuovendola dal dawo¢ sia
promuovendo la produzione della proteina C attivlitdegame della
trombina con la trombomodulina determina un cambizm
conformazionale della trombina stessa, tale cheziliea non e piu in
grado di svolgere la sua attivita pro-coagulanteesii cambiamenti
molecolari, infatti, le fanno perdere la capacitaatlivare i fattori V,
VIl e Xlll della coagulazione, di interagire coa superficie piastrinica,
formando il complesso pro-trombinasico, e di trastare il fibrinogeno
in fibrina. In forma attivata la proteina C (APCluga serino-proteasi che
esercita le sue proprieta anticoagulanti clivaadqindi distruggendo i
fattori V e VIII della coagulazione, ed ancora papidamente le loro
forme attive (Va e Vllla). Questa reazione e as@dh da un cofattore,
la proteina S. Nel plasma la proteina S risultaefata da un carrier, la
proteina CABP, e solo quando ¢ libera da essogeado di svolgere la
sua funzione di cofattore per la proteina APC. Agamente alla

proteina C, la proteina S e una glicoproteina clhubisse una
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carbossilazione post-traduzionale vitamina K-diggrid atta a formare
residui di acidoy-carbossiglutammico (Gla), che le permettono datsg
ai fosfolipidi di superficie carichi negativamentea proteina S agisce
come cofattore aumentando l'affinita della prote@aattivata per i
fosfolipidi, con la formazione del complesso proté&i-asi legato alla
membrana. Deficit quantitativi o qualitativi delfaroteina C o della
proteina S, o la resistenza all'azione della pnaté€ attivata, attraverso
una mutazione specifica a livello della sede tiagjgio del fattore Va
(fattore V di Leiden), portano ad uno stato ipegrdabilita (Esmon,
1993; Schafer, 19940ltre a quest'azione anticoagulante la proteina C
attivata  possiede  un'azione fibrinolitica, antisclica e
antinflammatoria. Yasuo Yamaguchi e collaboratotP97) hanno
dimostrato infatti che la trombomodulina e la pmge C attivata
inoculate in ratti, nei quali era stata indottaauischemia epatica,
riducono la concentrazione delle citochine ad aziathemiotattica sui
granulociti neutrofili, che veicolano mediatori dlistici responsabili di
danno endoteliale. L'azione anticoagulante della&C APaltresi dovuta
alla sua capacita di potenziare il sistema filitico. L'APC forma un
complesso con l'inibitore dell'attivatore tissutdéd plasminogeno (PAI-

1).
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Fisiologicamente [l'attivatore tissutale del plasogieno (tPA),
risulta essere un fattore primario endogeno in @rdd attivare la
fibrinolisi, convertendo il plasminogeno in plasmaina APC, attraverso
I'inattivazione del PAI, rende libera da controlfattivita del tPA, che
cosi tende ad amplificare la fibrinolisi.

Riduzioni delle concentrazioni plasmatiche di pmah C e S
possono riscontrarsi a seguito di deficienze eaedito acquisite.
Quest'ultime, legate anche ai ridotti livelli diMTe EPCR, sono
comunemente correlate all'uso di anticoagulantiscapo terapeutico
(warfarin) o di stati coagulativi che intervengam&l corso di interventi
chirurgici, CID e trombosi.

Altre condizioni patologiche quali diabete, seps@asculiti e
aterosclerosi, possono ancora influire limitanddaeconcentrazione
plasmatica. Infine anche in patologie epatiche w @ssociare una
riduzione di questi fattori, in quanto il fegataléputato alla sintesi delle
proteine vitamina K-dipendenti.

Tuttavia si possono riscontrare anche livelli plason piu alti di
proteina C. Tale condizione sembra sia legata lasaio del fattore
piastrinico 4 nei siti oggetto di danno vasaletahmodo una maggiore

espressione della proteina C limiterebbe [I'eventtrombotico.
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Studi condotti recentemente hanno evidenziato umeato della
proteina S e C, nonché del fibrinogeno, nelle bewffette da Ematuria
Enzootica Cronica in assenza di alterazioni reedliepatich@rraro,
2009; Di Loria et al, 2012).

La trombina svolge un ruolo fondamentale nel coanek, integrare
e regolare I'emostasi. A seconda delle circostagssg puo promuovere
0 prevenire la coagulazione del sangue. Questomancatalizza le
reazioni d'attivazione di diversi fattori dellaagulazione che portano
alla formazione della fibrina, all'attivazione defattore XiIll,
promuovente i legami crociati della fibrina, e ativazione e
all'aggregazione delle piastrine. A concentrazédhrirombina piu basse e
in presenza di endotelio intatto, predominano i sffetti antitrombotici.
Bassi livelli di trombina stimolano lI'aumento defelli della proteina C
attivata, considerata un anticoagulante endogemolante(Hanson et
al., 1993) In presenza di endotelio non danneggiato, la Tove la
trombina libera dal sangue, mentre le basse corazoni di trombina
stimolano il rilascio dell'attivatore del plasmires di tipo tissutale (t-
PA), di NO e PGJ dalle cellule endoteliali.

L'ATIII € la principale proteasi inibitrice dellaambina e degli altri
fattori della via intrinseca e di quella comunelalebagulazione. Essa €

una glicoproteina a catena singola (alfa-globulimi@) peso molecolare

-91 -



di 58.000 Da, sintetizzata a livello epatico edapmnente alla famiglia
delle cosiddette serpinegine{proteaseinhibitors)(Van Boven e Lane,
1997; Lane e Bayston, 1997)

L'antitrombina neutralizza la trombina e gli altiattori della
coagulazione attivati, attraverso la formazione uh complesso
stechiometrico, equimolecolare ed irreversibilea tl sito attivo
dellenzima della coagulazione ed il centro reattdell'antitrombina
(Arg 393 e Ser 394).

L'interazione fra trombina e AT-IIl pud avvenirpontaneamente,
ma in presenza di eparina o di molecole eparinalisioome le catene
laterali di eparan-solfato dei proteoglicani detdiellule endoteliali, la
velocita della reazione aumenta di oltre tre ordingrandezza (1000-
3000 volte). Le catene di eparan-solfato, oltratlzzare l'interazione
tra AT-lll e trombina, legano anche il TFPI (tisstector pathway
inhibitor), che inibisce la via estrinseca dellaagolazione interagendo
con il fattore Xa.

Pertanto, l'inattivazione da parte dell'antitronabutella trombina e
degli altri fattori attivati della coagulazione,uffiosto che nel plasma,
probabilmente, si verifica fisiologicamente sullapsrfici vascolari,
laddove e presente l'eparan-solfato che catalizesstg reazioni. Le

molecole eparin-like interagiscono con le regidoche di aminoacidi
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carichi positivamente dell’ATIII (siti lisinici). Qesta interazione
determina una modificazione allosterica dell'anftitbina, che viene resa
piu affine alla trombina: si forma un complessobié mediante il
legame tra l'arginina dell'antitrombina e la serd@ sito attivo della
trombina. L'ATIIl € in grado di inibire anche altriattori della
coagulazione, quali 1X X, Xl, Xll,, callicreina e plasmina. In ordine di
importanza, l'inibizione del fattore Xa viene sobiiopo l'inibizione
della trombina. Deficit ereditari, quantitativi qualitativi dell’ATIII,
portano quindi ad una predisposizione al trombodisino (Schafer,
1994; De Stefano et al., 190611 D-dimero e un prodotto di
degradazione della fibrina stabilizzata da legarociati covalenti. La
sua presenza nel sangue dipende dall’attivaziol& cleagulazione con
formazione di fibrina, sua stabilizzazione per aeiadel fattore XIlii
(attivato dalla trombina) e successiva proteoliai ghrte del sistema
fibrinolitico. Ha un peso molecolare di circa 1800falton e un’emivita
in vivo di circa 4-6 ore. Il D-dimero € rilevabile bassa concentrazione
nel sangue di soggetti sani, il che indica I'esstedi uno stato di
equilibrio fra la formazione di fibrina e la suailanche in condizioni
fisiologiche. La concentrazione del D-dimero auraemh tutte le
circostanze, specifiche o aspecifiche, associatearatterizzate da

fibrino-formazione e fibrinolisi.
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7  Cenni sul ruolo svolto dal sistema emocoaqgulativoan processi
neoplastici

| disordini della coagulazione costituiscono unabpgmatica molto
comune nei pazienti affetti da neoplasie.

Come gia accennato, l'associazione tra una comdiziali
ipercoagulazione e neoplasie maligne e stata rgmuat@, per la prima
volta, nel 1865 dal Professor Trousseau il quakepdo evidenza l'alta
incidenza di trombosi venose a carico degli artpazienti affetti da
carcinoma gastricgTrousseau, 1872)in seguito, diverse osservazioni
cliniche e patologiche hanno confermato il riscidromboembolismo
in pazienti affetti da cancro, sottolineando laspreza di una interazione
tra cellule neoplastiche e sistemi della coagutezie/o della fibrinolisi.

Carcinomi del tratto gastro-intestinale mucino-seeasti, carcinomi
ovarici, pancreatici, della prostata, del polm@Beck, 1978; Rickles et
al.,1983) la leucemia promielocitic§Goldeberg et al., 1987¢ tutti i
disordini mieloproliferativi (Schafer, 1987)ono tra le neoplasie che
risultano piu frequentemente associate ad evemtidoembolici.

La correlazione tra coagulazione e cancro vienp@tata da studi
istologici e dall'utilizzo di tecniche immunochirnie o di microscopia
elettronica che permettono di dimostrare la presehibrina all'interno

e perifericamente a tumori primari e metastasi, €@mche la presenza
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di microtrombi piastrinici che risultano associatlla crescita delle
cellule neoplastich@Edwards et al., 1981)

Molteplici meccanismi, sia diretti che indirettpreo implicati nella
fisiopatologia dei disordini coagulativi che si Meano in pazienti
affetti da neoplasia; le cellule neoplastiche $imtano diversi fattori
favorenti la coagulazione del sangue e tra qudattori meglio definiti
risultano essere il fattore tissutale (TF) ed fitde tumorale della
coagulazione (cancer procoagulant, CP).

TF e una glicoproteina transmembranaria che formaamplesso
micromolecolare con il fattore VII, attivante laaviestrinseca della
coagulazione; TF sembra essere anche coinvoltaversd stadi dello
sviluppo metastatico, soprattutto nell'evento div@scolarizzazione che
caratterizza la disseminazione ematogena delleuleetheoplastiche
(Francis et al., 1998).

CP é una cisteina proteinase che attiva direttaanénfiattore X,
indipendentemente dal fattore VII; essa é statanisata principalmente
nei tessuti neoplastici, ma anche nel tessutoefetalano/Donati et al.,
1986).

In corso di neoplasie umane, sono stati dimostati fattori
favorenti la coagulazione del sangue, quale umratad attivita simil-

fattore XIllIl e capace di legami crociati covalemila fibrina ed, inoltre,
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un recettore del fattore V associato alla membraetie cellule
neoplastiche e che facilita “l'assemblaggio” del mptesso
protrombinasico della coagulaziofMan de Water et al., 1985).

La subunitda A potenzialmente attiva del fattore |Xidella
coagulazione e stato identificato in differenti en cellulari quali,
megacariociti, piastrine e monociti/macrofagi eults essere presente
occasionalmente anche in alcune cellule neoplastich

Le cellule neoplastiche sintetizzano anche fatd attivita
fibrinolitica; € ben noto che la maggior parte daiellule neoplastiche
possono esprimere sulla loro superficie tutte @gine necessarie alla
regolazione dei pathways fibrinolitic{(Falanga et al., 1999) Sia
I'attivatore tissutale del plasminogeno sia l'atiive dell'u-plasminogeno
(u-PA) che il suo inibitore (PAI-1), sono espressivari tipi di linee
cellulari tumorali e tessuti neoplastici; I'espress di u-PA sembra
essere correlata con l'aggressivita ed il graddoigico di alcuni tumori,
come anche la progressione clinica di diversi carmi (Lhindal et al.,
1990)

Tra i meccanismi diretti implicati nella fisiop&bgia dei disordini
coagulativi in corso di neoplasie, e stato congitteil rilascio di un
numero di citochine proinflammatorie. La produziode fattore di

necrosi tumorale (TNl ed interleuchina-1 (IL{1) puo indurre
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I'espressione di TF e PAI-1 e down-regolare I'espome di
trombomodulina da parte delle cellule endotelialultando in una
ridotta attivazione del sistema della proteina & dei principali sistemi
di difesa endogeni di inibizione della coagulazigDd#tman et al.,1990).

Anche le piastrine contribuiscono alla metastagensificando
I'interazione tra la cellula neoplastica e la neatrextracellulare. Tra i
mediatori coinvolti nell'interazione tra piastriaecellule neoplastiche c'é
un metabolita dell'acido arachidonico, I'acido 12(S
idrossieicosatetraenoico, 12(S)-HETE (Honn etl&92).

L'isoforma della 12-lipossigenasi (12-LOX), I'enaimmetabolizzante
l'acido arachidonico a 12(S)-HETE risulta espressana varieta di
tumori umani.

Recenti studi hanno dimostrato in stadi avanzatcatcro della
prostata, un overespressione di 12-LOX che stinawlgiogenesi e
crescita tumorale.

L'aggregazione piastrinica € un importante mecoamisella genesi
del trombo in molte patologie umane, compreso ihcca, e tali
microtrombi piastrinici possono offrire alle ceBulneoplastiche una
protezione contro le difese dell'ospite, contrimeenquindi, ad una
ulteriore progressione della malatflealanga et al., 1999)Ugualmente,

le cellule neoplastiche interagiscono con le cellehdoteliali attraverso
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molecole di adesione di membrana e rilascio dicbitze, determinando
la potenziale adesione dell'endotelio e l'arrestoaltte cellule, es.
leucociti e piastrine.

Le membrane piastriniche contengono elevate corazahi di
integrine che sono coinvolte nell'adesione pias@inalla matrice
extracellulare; l'alfallb beta3 integrina pud sfieamente indurre
attivazione ed aggregazione piastrinica. Honn dalsofatori (1992)
hanno dimostrato che questa integrina e espressaaio a livello di
piastrine ma anche a livello dell'adenocarcinonestatico dell'uomo ed
inoltre, in una varieta di linee cellulari neopleke di differenti origini
istologiche e diverse specie e pu0o partecipare pllagressione

metastatica.
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PARTE SPERIMENTALE
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Materiali e metodi

Nella presente tesi 230 bovini di razza podolicegvenienti da
allevamenti condotti allo stato brado o semibradizati in diverse aree
del Sud ltalia, notoriamente ricche Hteridium aquilinum sono stati
sottoposti ad esame delle urine attraverso I'impidg strisce reattive
durante il periodo Marzo 2012 - Giugno 2014, alkfidi svelare la
presenza di ematuria.

Al termine della fase di screening sono state g@are 24 bovine di
eta compresa tra i 5 e 12 anni, affette da Ematmizootica Cronica,
che sono state sottoposte ad esame obiettivo der{BXAG) e all'esame
obiettivo particolare dell’apparato urinario. Suttitugli animali
selezionati, inoltre, sono stati eseguiti un esaompleto delle urine,
nonché indagini ematologiche ed ematobiochimicheraditine, con
particolare riferimento alla funzionalitd midollaepatica e renale.

L’esame delle urine, come accennato in precedéng@to effettuato
utilizzando strisce reattive commerciali (Combust® Roche, Swiss)
unitamente all’osservazione microscopica del sedimefinalizzata a
confermare la presenza di globuli rossi in corso mdicro- e
macroematuria, nonché ad escludere la presenzeowd di elminti
(Schistosoma bovis).

L’esame emocromocitometrico € stato eseguito causlilio di un
contaglobuli ottico laser (ADVIA 120 Bayer - Gernyan e
successivamente sono stati allestiti strisci emaat fine di poter
valutare la formula leucocitaria, la morfologiagieelementi globulari,
la stima piastrinica, nonché escludere I'eventymkesenza di protozoi

endocellulari.
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Il siero ottenuto previa centrifugazione (2500mpper 10 minuti) &
stato stoccato a -20° C fino al momento dell'esene dei seguenti
esami  ematobiochimici:  azotemia, creatininemia, caghia,
creatinifosfochinasi (CPK), aspartato aminotrarafer(AST), alanina
aminotransferasi (ALT), fosfatasi alcalina (ALP)angma glutamil
transpeptidasi (GGT), bilirubina totale, colester@ quadro proteico
elettroforetico. La titolazione sierica della ciemta e dell’'urea e stata
effettuata con metodo cinetico-colorimetrico, aikndo kit commerciali
della Spinreact (Reactivos Spinreact S.A. OLOT,0B8ar Spagna); kit
della stessa ditta sono stati impiegati anche géeterminazione sierica
degli enzimi sopraelencati. Si & proceduto infimeeseguire indagini
sierologiche e parassitologiche al fine di escladé piu comuni
patologie a carattere infestivo ed infettivo pmmtario, presenti nelle
aree geografiche interessate.

Inoltre si € eseguita la valutazione dell’'emostagrimaria e
secondaria. Oltre alla conta piastrinica, 'emadstasmaria € stata
esplorata sottoponendo l'animale ad indagini cetkdt dirette: la
fragilita vasale (prova del pizzicotto) e il temghicemorragia (stillicidio).
L’emostasi secondaria € stata studiata su plastemudd mediante
centrifugazione a 1200 r.p.m. per 10 minuti dalgsemnintero raccolto in
provette contenenti sodio citrato al 3,8%. | camp&ono stati stoccati a
-80° C, e quindi impiegati per la determinazionel dempo di
protrombina (PT), del tempo di tromboplastina pelezattivata (aPTT) e
del fibrinogeno, secondo quanto riportato in uncpdente studigDi
Loria et al., 2012) utilizzando Kit commerciali HemosilTM
(instrumentation Laboratory Company- USA). Per igpaetri analitici
sono stati considerati i range di normalita pebadvino presenti in

letteratura internazionalgWeiss, 2010; Kaneko,1997).
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Gli animali, adeguatamente contenuti, sono statogosti ad esame
ultrasonografico della vescica per via transretealsuccessivamente ad
esame cistoscopico.

L’esame ultrasonografico €& stato eseguito impiegandn
apparecchio portatile della ditta Esaote, modelMylab-30Gold”,
dotato di sonda microconvex multifrequenza (CA123 610 MHZ)
(Fig. 13). L'esame della vescica € stato condotilizzando scansioni
eseguite secondo il piano longitudinale e trasvers#ell’organo.
L’esame e stato, inoltre, completato dalla valwaei dei linfonodi

regionali (iliaci e lombo aortici) (Fig.14).

Fig.13 Apparecchio ecografico utilizzato per lo studalla vescica in bovine con
EEC:“Mylab 30 Gold- Esaoté’
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Fig.14Esecuzione di un esame ecografico vescicale params rettale in bovine con EEC.

L’'esame cistoscopio e’ stato eseguito impiegandoendoscopio
rigido (Karl Storz, Germany), costituito da un eisa ottico con
angolatura di 30°, diametro di 4 mm, provvisto alimicia resettoscopica
da 28 Ch e fonte di luce fredda Xenon 300 w 6000Fig15).
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Fig.15 Endoscopio rigido (Karl Storz, Germany), conesisa ottico e
di registrazione,utilizzato per lo studio dellasiea in bovine con EEC.

Al fine di favorire I'accesso in vescica € statopiggato uno
speculum vaginale, che permetteva una correttaaNzzazione della
plica uretrale e, qualora necessario, il viscestado disteso attraverso
I'introduzione di soluzione fisiologica attraverslocanale di servizio
dello strumento. Successivamente le immagini aisijoishe sono state
visualizzate su un monitor e adeguatamente docwateem formato
digitale mediante I'ausilio di telecamera integrd¢onoCCD - obiettivo
25mm Karl Storz - Germany). (Fig.16)
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Fig.16. Esecuzione di un esame cistoscopio in bovinexioa@.

Durante I'esame sono stati eseguiti almeno tre c@mamenti
bioptici della mucosa vescicale, prelevati dalkeeain cui erano presenti
lesioni focali o, in loro assenza, rispettivameddd trigono, dalla parete
e dal pavimento del viscere. Le biopsie sono si#enute impiegando
una pinza da biopsia ad apertura bilaterale pesrsigli visione a 30° ed
una pinza tipo Blakesley (5mm - 36/33 cm — rota(f@).17).

Figl7: Pinza da biopsia ad apertura bilaterale perraistiévisione a 30°.
- 105 -



| campioni ottenuti sono stati prontamente condemdormalina al
I0%; successivamente venivano inclusi in paraffpea ottenere sezioni
dello spessore di 4um ed infine sono stati colarati ematossilina ed
eosina (H&E). L'esame istopatologico di tutti i gaioni ottenuti e stato
effettuato  presso il servizio di Diagnostica Omgpta, Isto-Cito-
Patologica e di Necroscopia del Dipartimento di Me Veterinaria e
Produzioni Animali di Napoli.

La diagnosi istopatologica € stata effettuata az#ndo la
classificazione morfologica dei tumori urotelialelduomo secondo
quanto riportato dalla World Health Organizzati®HO) (2004) e in
accordo con quanto riportato in medicina vetermala Roperto e
collaboratori (2010).

Per ogni animale é stato infine valutata la tollegeanei confronti
delle due tecniche diagnostiche, impiegando undasdal dolore
utilizzata in medicina uman@Park et al., 2004 @ modificata per la

specie in esame, con punteggio progressivo dal0(adb. 3).
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SCALA DEL DOLORE

PUNTEGGIO SEGNI CLINICI

1 Assente

2 animale irrequieto

3 tachisfigmia, tachipnea e minzione

4 dilatazione pupille

5 fasi di deglutizione ed apnea

6 sporadiche emissioni vocali durante I'esame

7 frequenti emissioni vocali durante 'esame

8 I'animale si sottrae durante alcune fasi
dell’'esame

9 dolore manifesto: I'animale si sottrae durante

'esame
10 dolore manifesto in assenza di stimoli

Tab.3Scala di valutazione del dolore utilizzata.
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Risultati

| dati anamnestici mettevano in evidenza che 2®24u(83,3%)
animali mostravano macroematuria intermittente dtae odue anni;
'esame fisico diretto ha messo in evidenza ini iusbggetti esaminati
un BCS compreso tra 1.5 e 2.5, associato ad ipatdafla muscolatura
appendicolare, maggiormente evidente in 7 aninm@li macroematuria
(Fig.18).

Fig. 18 Bovino affetto da EEC: Evidente dimagrimento otiofia muscolare.

Nella maggior parte degli animali 'esame del seiosasultava nelle
norma, al pari di quello dei linfonodi e della tezngtura. L'esame della

cute evidenziava talora ipoelasticita con manteflaco e secco, nonché
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moderata disidratazione. La valutazione delle meicasplorabili
rivelava un colorito bianco-grigiastro in 20 animal perlaceo nei
rimanenti 4 soggetti. In tutti gli animali era peese una lieve tachipnea
a riposo (28-35 arm) e una modica tachisfigmiag89pm). Per quanto
riguarda le grandi funzioni organiche, in soli 2naali € stato possibile
osservare fenomeni di disuria/stranguria.

Diciotto animali mostravano allesame clinico ewnitl® ematuria,
non rilevata nelle rimanenti 6 bovine, le quali eggntavano solo
microematuria, svelata allesame del sedimento amon l'urina si
presentava di un colorito rossastro, in alcuni easbciato alla presenza
di micro- e macrocoaguli. L’esame macroscopico .y delle stesse
permetteva di evidenziare una macroematuria cariééa da aspetto
torbido (Vogel VI), pH 7-8, odore ematico e col@osso intenso legato
alla presenza di globuli rossi (100-250/ul) evidatizallesame del
sedimento unitamente a diversi leucociti; era neofiossibile osservare
proteinuria (0.3-5 gr/L), emoglobinuria, nonchélwel delle basse vie

urinarie. Non erano presenti cilindri.

Fig.19 Bovino affetto da EEC: si noti I'evidente emaéuri
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L’esplorazione rettale era nella maggior partecasi negativa e solo
in 5 animali era possibile palpare un ispessimepid 0 meno
circoscritto della parete vescicale, associatordabd algia seguita da
minzione spontanea.

In tutti gli animali era presente una anemia noritiezc ipocromica,
con carattere di maggiore gravita in 12 soggeti%h Gli animali
mostravano infatti una riduzione di emoglobina ebgli rossi, con
valori compresi rispettivamente tra 4,2-8,3 g/dang@e fisiologico: 8-15
g/dl) e 2,24 - 4,6 xIW (range fisiologico: 5-10 x1W) (Jain, 1986),
nonché dell’ematocrito. In 9 soggetti era presdrdgmbocitopenia con
valori compresi tra 50-80xi0 (range fisiologico 100-800 x10)
mentre in 6 & stata rilevata leucopenia con vdimite di 2800 x1/
(range 4000-12000 x10); infine 4 soggetti mostravano una moderata
eosinofilia. Le analisi ematobiochimiche hanno roassevidenza negli
animali oggetto del presente studio la presenzapdproteinemia nel
23% (5/24) con valori compresi frai 4 e 5,4 g/di guesti due animali
presentavano ipoalbuminemia con valori rispettivat@edi 1,63 e 1,10
g/dl. Una lieve iperazotemia e risultata presente 48.7% (10/24),
mentre un aumento della GGT della AST e stato nisato in due soli
animali.

Per quanto attiene il profilo emocoagulativo, tgttianimali hanno
mostrato un incremento del fibrinogeno con valoednB,553+1,110 g/L
(range 1,5-2,2 g/L).

L’esame ultrasonografico della vescica evidenziawvatutti gli
animali la presenza di un ispessimento piu o mefiosd della parete,
maggiormente evidente negli animali con macroemnaiiwalore medio

di 3, £ 0,3 cm); in questi ultimi, inoltre, la mosa presentava un aspetto
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polipoide (Fig.20), con il riscontro in 6 animalu sl8 di strutture
vegetanti a partenza dalla porzione medio-inferide® viscere, con
dimensioni variabili (valore medio di 2,2 = 0,2 ¢m)ecostruttura
complessa, margini irregolari e fluttuanti nel luded organo (Fig.21).
Infine, in sospensione erano presenti echi mobilltipli di media

intensita, riferibili alla marcata componente clkelie ematica.

Fig. 20: Scansione longitudinale mediana della vescicandiavino con EEC:
si noti I'aspetto polipoide della mucosa vescicale
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Fig. 21: Scansione longitudinale mediana della vescicandiavino con EEC:
si noti I'ispessimento diffuso della parete vesldca la presenza di una lesione di
tipo vegetante.

In due bovine con macroematuria (2/24; 8,3%) eostaissibile
mettere in evidenza un aumento di volume a caradirfonodi iliaci, i
quali presentavano margini irregolari ed ecostrattu disomogenea
(Fig22).

Fig. 22: Linfonodo iliaco in un bovino con EEC si noti I'aento delle dimensioni,
i margini irregolari e I'ecostruttura disomogenea.
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All'esame cistoscopico la mucosa vescicale di tuttsoggetti
esaminati si presentava edematosa, corrugata ech,opan colorito
pallido e trama vascolare accentuata; erano inptesenti in 18 animali
aree circoscritte proliferanti, piatte o bottonifoy principalmente
localizzate a livello della volta e delle paretielali dell'organo, di
colorito nerastro e/o rossastro e delle dimenstomiprese tra 0,2 m e
1,4 cm. (Fig.23)

Lesioni proliferative di maggiori dimensioni, pesdi in 6 animali,
di colore variabile dal roseo al rosso scuro, ge#t® sessile o fungoide
erano localizzate preferibilmente a livello delmmidella vescica, alcune
delle quali presentavano anche lesioni ulceratigevilose con base di
impianto piu 0 memo ampia (Fig.24; Fig.25). In 2@naali erano inoltre
presenti diffuse soffusioni emorragiche e petecgclassociate nei

soggetti con macroematuria alla presenza di fibgicaaguli.

Fig. 23: Esame cistoscopico in un bovino con EEC: si raticentuazione
della trama vascolare e la presenza di unariediottoniforme rossastra
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Fig.24: Esame cistoscopico in un bovino con EEC: sono ewddiverse
lesioni di natura proliferativa.

Fig.25. Visione allesame cistoscopico di una lesionelifaxativa con aspetto
vegetante risultata localizzata a livello dellataotiella vescica con concomitante
prelievo bioptico.
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L'esame bioptico metteva in evidenza, in questi @24mali,
soprattutto carcinoma in s (18/24), due displasie di cui una ociata
ad angioma(l1/24) e l'altra a carcinoma infiltramte basso grado «
invasivita (1/24), tre carcinomi endoluminali (3)2& una forme
sarcomatoide (1/24)ab. 4).(fig.26-27-28-29-30-31-32)

La valutazione della dolorabilita alle manovre diasticht ha
permesso di registrare una migliore tollerabilitaell’dsame
ultrasonografico (score medio 2) rispetto all’esarigoscopico (scor

medio 5).

Fig.26Urotelio normal;H&E,40X.  Fig.27: Carcinoma in sit;H&E,40X.

Fig.28 Displasia;H&E,20X.
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Fig.29 Angiomag H&E,10X.

Fig.31 Carcinoma endoluming; Fig.32 Carcinoma sarcomatoi;
H&E,20X. H&E,40X.
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Tab.4: Risultati istologici dei prelievi bioptici in 2dovine affetti da EEC.

Tipo Numero di campioni
Tumori epiteliali 23
Maligni 22
CIS 18
- in associazione a Ca 3
endopapillari AG
- in associazione a Ca 3
endoluminale BG
- in associazione a tumori 8
vascolari
- in associazione a neoplasie 4
infiltranti
Carcinoma endoluminale 3
Carcinoma infiltrante b.g. invasivita 1
Varianti istologiche
Variante carcinoma sarcomatoide 1
Tumori mesenchimali 1
Tumori vascolari
Angioma in associazione a displasia 1
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Considerazioni e conclusioni

| progressi scientifici e tecnologici ottenuti nehmpo della
diagnostica per immagini hanno di fatto miglioratotevolmente
I'approccio metodologico allo studio delle patolgrescicali nei
bovini affetti da ematuria.

In letteratura veterinaria sono presenti pochi istud
ultrasonografici in corso di ematuria enzootica, ogde e
collaboratori(2002) hanno riscontrato nella maggmaa degli
animali esaminati un significativo ispessimentdalphrete vescicale
associato talvolta a forme vegetanti. Analogamargaanto riportato
da Nyland and Mattoon, (1995), in questi animaliltdasonografia
non era in grado di differenziare lesioni maligne benigne
rappresentando cio un limite di tale metodica. Rde ragione,
sebbene 'esame ecografico appaia molto sensikiléndividuare
lesioni vescicali, i rilievi ultrasonografici nonsgumono carattere
tipizzante necessitando di conferma istopatologica.

Nel nostro studio I'esame ultrasonografico, utditzcome primo
approccio diagnostico strumentale, si € dimostrdio semplice
esecuzione, rapido e ben tollerato dagli animabnsentendo nel
contempo di individuare modificazioni a carico g&cere in tutti gli
animali esaminati.

La tecnica ecografica ha consentito di evidenzidesioni
proliferative suggestive di neoplasia vescicale lin@gimali con
macroematuria, mentre é risultata meno sensibigpezifica nei 6
animali con microematura, in cui I'esame ultrasoafigo ha
mostrato unicamente un aumento dello spessore @eltate del

viscere. Va comunque precisato che il rilievo anfe proliferative in
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corso di EEC non e sempre indicativo di neoplasiguanto le forme
infammatorie croniche associate a tale condizipogsono anch’esse
assumere un aspetto polipoide, e come tali andrebbeeglio
caratterizzate attraverso prelievo bioptico. Dlitanto il rilievo
ultrasonografico di ispessimento della parete wadée] benché
evidente in tutti i soggetti studiati, non permettesolo di formulare
diagnosi di EEC, in quanto aspecifico e genericam@ssociato a
cistite cronica (Lopez et al.,, 1990). In ogni casegli animali a
pascolo, il rilievo all’ecografia di forme prolifative deve essere
considerato un indice prognostico sfavorevole, &byito se associato
ad episodi di macroematuria.

L’esame ultrasonografico presenta, altresi, l'ifdalvantaggio di
poter valutare I'eventuale coinvolgimento delleutttire linfatiche
regionali, fornendo importanti informazioni di nedyprognostica. Nel
presente studio linteressamento dei linfonodi oegli é stato
riscontrato nell'8,3% degli animali ammalati; queslievo appare in
accordo con quanto riportato da Roperto e collabar&010), che
indicano un grado di metastatizzazione dell’'8-10%@nimali affetti
da EEC.

Va altresi ricordato che tale metodica assume fwigto
diagnostico fondamentale nei maschi affetti da EBE€| quali
'impiego della cistoscopia e difficiimente pratie per ovvie
ragioni anatomiche.

| nostri risultati confermano che in corso di EEL distoscopia
rappresenta il “gold standard” nella diagnosi danstadiazione delle
lesioni della parete vescicale, in quanto consenteseguire prelievi
bioptici mirati. Inoltre, nel nostro studio la teca endoscopica ha

evidenziato una notevole sensibilita diagnosticglasmdo in tutti i
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soggetti arruolati una condizione di EEC, indipaertdemente dalla fase
evolutiva della malattia e dal grado di ematuriesente.

Infatti negli animali con microematuria, e quingresumibilmente,
in una fase non ancora avanzata della malattiz, taétodica ha
permesso di svelare la presenza di strutture prative, piatte o
bottoniformi, unitamente a piccole petecchie e i, responsabili
della presenza di sangue nelle urine.

| principali svantaggi nellimpiego di tale tecnicdiagnostica
risiedono nell’elevato costo dell’attrezzaturaptalnon accettabile nella
comune pratica di campo, indaginosita della metodicscarsa praticita
nel trasportare le attrezzature in luoghi spesgern e poco accessibili.

In considerazione di quanto affermato, il rilievbndacroematuria
anche in un solo soggetto dovrebbe portare il taiatvalutare tutti gli
animali che condividono il pascolo, attraverso @mpglice screening
rappresentato dall'impiego di strisce reattive pesame delle urine.
Tale metodica consente di svelare le insidiose dormcculte
caratterizzate da una minima quantita di sangude netine, che
rappresenta il primo segno clinico di malattia. Gssivamente gli
animali  positivi devono essere sottoposti ad un mesa
emocromocitometrico per valutare il grado di anemi@nché ad
indagini ematobiochimiche per indagare la funzigaapato-renale.

Il “diagnostic plane” dellEEC deve quindi prevedefimpiego
dell’'ultrasonografia transrettale, con valutaziodell'intero apparato
urinario, nonché dei linfonodi lomboaortici e iliac

Nel caso di estese lesioni a carattere prolifepatassociate a
macroemtauria, € necessario predisporre la mameiazlel soggetto,
mentre gli animali con solo ispessimento, piu o oneimcoscritto, della

parte vescicale associato a microematuria, dovrebbssere allontanati
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dai pascoli infestati e successivamente sottoostintrolli semestrali,
al fine di verificare una eventuale progression@iunzione delle lesioni
riscontrate. In questi ultimi pud essere utile piego della cistoscopia,
nonostante i limiti oggettivi legati ai costi e alkcarsa praticita sui
pascoli o in zone difficimente accessibili. L'djgazione della

cistoscopia comunque consente di studiare le riesattraverso |l

prelievo bioptico e quindi di formulare una prognaisi corretta.

Appare altresi chiaro che la diagnosi di EEC anche solo bovino
implica, almeno in via teorica, o spostamento 'oédra mandria in
pascoli piu salubri esenti da felce. La correttpliapzione di un tale
protocollo pud portare ad una riduzione considdeedelle forme di
EEC invalidanti, riducendone cosi I'impatto econominegativo sulle
realta zootecniche di nicchia che rappresentan@ranan valore di

biodiversita da tutelare.
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